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BERNARDI, Rafael C., Anestésicos e a Regulagao de Canais I6nicos Kzp, 2010. Tese (Doutorado em Ciéncias Bioldgicas

- Biofisica), IBCCF — Universidade Federal do Rio de Janeiro.

RESUMO

Detalhar o mecanismo de agcédo dos anestésicos, tanto locais (LA) como gerais (GA),
tem sido a proposta de diversos estudos, uma vez que este ainda ndo € bem estabelecido. A
interacao destes farmacos com os canais idnicos € com os lipidios das membranas parece
ser fundamental para compreender este efeito. Experimentos tém mostrado que o TREK-1,
um canal Kzp, € muito importante para o efeito anestésico. A maior parte da sensitividade
deste canal é atribuida a sua regido C-terminal, que trabalha como um dominio sensor para
integrar a acado do anestésico a atividade do canal. Nosso trabalho visa investigar por
dindmica molecular o efeito anestésico, em especial a interacdo destas moléculas com o
canal TREK-1 e com membranas biolégicas. Nossos resultados revelam a existéncia de um
acoplamento direto entre a regido C-terminal do canal e a superficie da membrana.
Observamos que lipidios negativamente carregados e o meio intracelular acido podem
também aumentar esta interacdo. Nossas simulagbes com o anestésico geral isoflurano
mostram que a abertura do canal deve ser uma reacao indireta do mesmo ao inchaco da
membrana. Com relagdo aos anestésicos locais, nossas simulagdes de dindmica molecular
combinadas com calculos de perfil de energia livre e com calculos QM/MM, indicam que a
forma carregada dos LAs permanece na inteface entre agua e lipidio, enquanto a forma

neutra pode cruzar a membrana.

Palavras-chave: Anestésicos, membrana, canais ibnicos, TREK-1, dindmica molecular.
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BERNARDI, Rafael C., Anesthetics and the K2P Channel Regulation 2010. Tese (Doutorado em Ciéncias Biolégicas -
Biofisica), IBCCF — Universidade Federal do Rio de Janeiro.

ABSTRACT

Detailing the action mechanisms of anesthetics, both local (LA) and general (GA), have
been the purpose of several studies, since this is not well established. The anesthetics
interactions with ion channels and membrane lipids are essential to understand its effect.
Experiments had showed that the TREK-1, a Kyp channel, is of paramount importance for
these anesthetic effects. Most of the channel sensitivity to local and GA is attributed to its
intracellular C-terminal moiety, which works as a sensor domain required for integration of the
anesthetic action into channel activity. We have investigated by MD simulations the anesthetic
effect, specificaly its interaction with the biological membrane and the TREK-1 channel. Overall, the
MD study reveals a direct coupling of the TREK-1 C-terminus to the intracellular membrane surface.
Also, negatively charged lipids and intracellular acidosis could increase such interaction. In our
simulations with the general anesthetic isoflurane, we show that the channels opening must be an
indirect reaction of the membrane swelling. Regarding the local anesthetics, our MD simulations
combined with free-energy and QM/MM calculations, indicate that charged forms of LA interacts most

with the lipid/water interface and that uncharged LA can interchange between both bilayer faces.

Key-words: Anesthetics, membrane, ionic channel, TREK-1, molecular dynamics.
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1-INTRODUGAO:

O transporte de ions, pequenas moléculas e até mesmo agua através da membrana
celular € de grande importancia para a manutengcdo da vida. A regulagdo da passagem
destas substancias e de ions através da membrana é feita primeiramente pela propria
capacidade seletiva da membrana que permite a separacdo de moléculas devido as suas
diferentes caracteristicas fisico-quimicas, como a hidrofobicidade. Entretanto, a grande
maioria das substancias que cruzam a membrana celular, o fazem via alguma proteina
transportadora. Este tipo de proteina € geralmente muito especializada e transporta apenas
um ou poucos tipos de elementos ou moléculas. Como estes canais trabalham em condicbes
muito especificas e sdo afetados por diferentes condicbes externas a eles, estes passam a

ser importantes para a transmissao de sinais através das células (Voet, et al., 2002).

Este fluxo de substancias do meio extracelular para o meio intracelular, ou vice-versa,
pode ocorrer a favor ou contra a diregdo dos gradientes de concentragdo ou quimico. Se a
troca de substancias ocorre na direcado do gradiente, ou seja, na dire¢gdo de um menor
potencial, a troca é energeticamente favoravel e ndo ha necessidade de adicdo de energia
(como numa didlise), mas se o transporte €& contra este gradiente, existe entdo a
necessidade de adicdao de energia metabdlica. Outro fator a ser considerado é se a
substancia a ser transportada tem uma carga liquida. Quando isto ocorre esta se movera nao
apenas no gradiente de concentragdo, mas também através de um gradiente eletroquimico

devido ao potencial da membrana.

Outra forma possivel de transporte através da bicamada lipidica € o transporte por
difusdo passiva. Neste tipo de transporte o grande fator protetor da membrana para a célula,

a sua natureza anfifilica, faz com que o transporte de certas substancias seja possivel. As
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moléculas atravessam a membrana sem o auxilio de energia metabdlica e sem a ajuda de
proteinas transportadora. Porém poucas moléculas sdo capazes de difundir através da
membrana lipidica, sendo que a maioria dos transportes através da bicamada envolvem uma

proteina (Simonsen, et al., 2001).

Estas proteinas transmembranares (TM) geralmente possuem um grande conteudo de
alfa hélices na regido da membrana, porém existem também proteinas de canal que formam
barris de folhas beta e que sdo muito comuns em bactérias. As proteinas formadoras de
canal trabalham de diversas formas e podem agir como bombas que sao ativadas por ATP, a

energia metabdlica, ou apenas como um canal que facilita a difusdo de um meio para outro.

Todos estes mecanismos sao necessarios devido a composigcao dos fosfolipidios, que
apresentam uma caracteristica anfipatica, ou seja, sua cauda é bastante hidrofébica e devido
a sua polaridade a regido da cabeca é hidrofilica. Como exemplo tomemos a DPPC
(dipalmitoyl-phosphatidylcholine), um fosfolipidio bastante comum, a sua regido do
grupamento fosforil, representado na Figura 1 por uma esfera vermelha, apresenta uma
carga residual negativa, enquanto o grupamento amina, esfera azul, possui carga residual

positiva, gerando entdo um dipolo nesta regiéo.

Em sistemas bioldgicos, estas caracteristicas levam os fosfolipidios a formar a base
das membranas celulares. Estas moléculas servem como uma matriz para os demais
componentes da membrana, como proteinas, colesterol entre outras moléculas. O arranjo
dos lipidios na membrana, na forma de bicamadas, proporciona a esta caracteristicas que
sao muito importantes para a manutencédo da vida, em especialmente na prote¢cdo do meio

intracelular.
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Figura 1: Molécula de DPPC. 1a: destaque para a regidao do dipolo formado pelo grupamento

fosforil (vermelho) e o grupamento amina (azul). 1b: estrutura tridimensional do lipidio.

Como comentado, as membranas biolégicas formam uma enorme barreira de
protegdo para a célula, uma vez que elas, junto com as suas componentes protéicas,
trabalham de forma a selecionar as moléculas que entram e saem do meio intracelular. Outra
caracteristica importante para os seres vivos esta na capacidade das membranas interagirem

com farmacos e outras moléculas.

Na Figura 2 podemos ver a representagcao de uma membrana de DPPC junto com as
duas camadas de solvente que representam o meio extra e intracelular. Uma caracteristica
importante deste arranjo é que por reduzir o numero de graus de liberdade de outras
substancias que interagem com ela, a membrana pode ser considerada um 6étimo
catalisador, tanto para processos biolégicos como em reagdes de interesse para processos

nanotecnoldgicos.
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Figura 2: Bicamada lipidica de DPPC solvatada. 2a: destaque para um lipidio de DPPC no meio
da membrana mostrando sua posic¢ao. 2b: patch de 128 lipidios de DPPC.

Farmacos ou outras moléculas que possuam uma caracteristica anfifilica, assim como
anestésicos locais, interagem com a regido logo abaixo da cabega polar da membrana,
alterando propriedades da mesma que sao importantes, por exemplo, para a transmissao de
sinais, transporte idnico, entre outras, mesmo nao havendo difusdo destas através da
membrana (Dickey, et al., {2005}) (Pedersen, et al., 2007) (Aagaard, et al., 2006). Este tipo
de comportamento é bastante importante para diversos processos celulares, assim como o

processo de difusao.
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1.1 — FLUXO ATRAVES DA MEMBRANA CELULAR:

Como citado, existem trés formas principais de fluxo de substancias através da

membrana celular:

Difusao Passiva:

A difusdo acontece espontaneamente, aumenta a entropia do sistema e reduz a
energia livre, ndo havendo proteina de membrana envolvida. O processo de transporte é
influenciado pelas caracteristicas da substancia a ser transportada e pela natureza da
bicamada. A velocidade da difusdo em uma membrana pura de fosfolipidios dependera entao
do gradiente de concentragdo, da hidrofobicidade, do tamanho e da carga liquida da

molécula a ser transportada.

Algumas moléculas atuam como um facilitador deste tipo de difusdo. Um exemplo € o
etanol, que altera propriedades da membrana deixando-a mais permeavel a moléculas
anfifilicas. O mecanismo exato de atuacédo do etanol também é desconhecido, mas sabe-se
que qualquer pequena molécula anfifilica, como alcodis e anestésicos locais carregados, €
capaz de se intercalar entre os lipidios da membrana alterando a fluidez e a permeabilidade
destas bicamadas (Pedersen, et al., 2007). O etanol € um excelente exemplo, pois é muito
pequeno e possui grande facilidade em auxiliar na sua propria particdo na membrana bem

como na particdo de farmacos anfifilicos.

Difuséao facilitada:

Este tipo de difusdo ocorre de acordo com o mesmo principio termodindmico do
transporte passivo, ao longo do gradiente de concentragdo. Entretanto, aqui o fluxo é

facilitado pela presenga de canais protéicos, que facilitam o transporte de agua e ions
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através da membrana. Estas proteinas de membrana apresentam poros inseridos na
bicamada com um interior hidrofilico que permite a passagem de substancias que sao
extremamente lipofébicas como os ions. Estes canais podem ser de dois tipos basicos, um
em que a abertura é continua e ndo € modulada por nenhum estimulo e outro em que existe
a modulagdo para abertura e fechamento do canal (gating). Este segundo seria o
responsavel por diversos efeitos como a condugéo de sinal através de um neurdnio (Voet, et

al., 2002).

Transporte ativo:

Neste tipo de transporte o soluto € movido contra o gradiente de concentragdo ou o
gradiente eletroquimico e para isto sdo necessarias proteinas de transporte que utilizam
energia metabdlica, geralmente ATP. Um fato importante a respeito deste tipo de proteina de
transporte € que elas sdo extremamente seletivas e por esta razdo também s&o alvos faceis
para uma inibicdo farmacolégica seletiva. Um exemplo deste tipo de transporte sdo as

bombas de sédio-potassio (Gadsby, 2009).

Algumas consequéncias fisiologicas deste tipo de transporte sdo muito conhecidas,
como o fato de haver uma alta concentracdo de potassio no interior da célula e uma baixa
concentragao de sodio. O mecanismo responsavel por este fendmeno é a bomba de sddio-
potassio, que move estes dois ions em dire¢cdes opostas através da membrana. Esta bomba
€ uma ATP-ase que retira trés ions soédio da célula para cada dois potassios que bombeia
para dentro da mesma (Gadsby, 2009). Esta proteina foi descoberta nos anos 50 pelo
dinamarqués Jens Christian Skou, que por este trabalho recebeu o Nobel de quimica em

1997.
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1.2 — SELETIVIDADE NA PERMEAGAO DA MEMBRANA:

Uma das principais caracteristicas do transporte através de membranas bioldgicas &
sua capacidade de selecionar e com isto barrar certos tipos de substancias que tentam entrar
na célula. Como isto ocorre ja foi fonte de diversos estudos, porém diversas questdes
continuam abertas, em especial sobre 0 mecanismo de seletividade em escala molecular.
Nos estudos até entdo realizados a permeabilidade da membrana tem sido em geral

classificada de duas formas, a seletividade a eletrdlitos e ndo-eletrélitos.

Nao-eletrélitos:

A difusdo deste tipo de substancia é de extrema importancia para diversos processos
biolégicos, em especial para a interagdao de farmacos com macromoléculas no interior da
célula. Como exemplo, para que uma molécula possa interagir com as cadeias de DNA no
interior do nucleo das células ela tem que ser capaz de atravessar pelo menos duas

membranas lipidicas.

Substancias que sao hidrofébicas normalmente passam através da membrana por
dissolugado na bicamada lipidica, ou seja, por difusdo passiva. Porém diversas substancias
tém seu transporte através da membrana mediado por uma proteina transportadora, que

pode ou nao ser especifica.

Eletrdlitos:

Os canais ibnicos sao proteinas de membrana que possuem um poro interno que
permite a passagem de pequenos ions. Esta regido interna do canal possui diversas
caracteristicas, que serdo discutidas mais a frente, para que os ions possam ser

transportados. Quanto a seletividade destes canais, podemos pensar que como o tamanho
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de um ion esta relacionado a sua espécie quimica, a principio um canal que permite a
passagem de um ion de um determinado tamanho seria capaz de conduzir um ion de menor
tamanho. Entretanto isto ndo acontece devido a seletividade destes canais, que é devida a
dois fatores principais: a facilidade para desidratar um ion e a interacdo deste ion com as

cargas internas do poro (Gadsby, 2009).

Para que um ion passe através do poro este precisa se dissociar das moléculas de
agua que o solvatam. Como a facilidade com que um ion perde suas camadas de solvatacéo
esta relacionada com o seu tamanho e sua carga, ions maiores perdem esta camada com
maior facilidade do que ions menores e podem ser selecionados desta forma (Voet, et al.,
2002). Também quando o interior do canal € composto por grupos polares, a interagao
destes residuos com o ion pode ser mais importante do que a prépria desidratacao,
conferindo assim uma outra forma de especificidade do canal. Por exemplo, um canal
composto por histidinas e argininas, aminoacidos positivos, irdo repelir ions com a mesma

polaridade, mas vao facilitar a aproximagao de ions negativamente carregados.

1.3 — CANAIS IONICOS:

Canais ibnicos sao proteinas encontradas em todas as células e que formam poros na
membrana celular, permitindo o fluxo de ions a favor de seu gradiente eletroquimico, o que
ajuda na estabilidade e no controle do gradiente de potencial da membrana plasmatica (Voet,
et al., 2002). As propriedades fundamentais da corrente em membranas, mediadas por
canais ibnicos foram analisadas primeiramente por Alan Hodgkin e Andrew Huxley como
parte de sua pesquisa sobre potencial de acao, publicada em 1952 e que Ihes redeu o Nobel

de Fisiologia e Medicina de 1963. A comprovagao da existéncia de canais ibnicos somente
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foi feita na década de 70 por Bernard Katz e Ricardo Miledi, porém uma demonstracdo mais

direta destes foi feita apenas com a invengao da técnica de patch-clamp.

Estes estudos mostram o papel fundamental das proteinas de canal na regulacéo do
fluxo de ions através da membrana das células, atestando sua importancia para diversos
processos fisiolégicos. Quanto a estrutura tridimensional, estas proteinas sdo geralmente
formadas por mais de uma subunidade em um arranjo circular em torno de um poro que
forma um filamento de agua. As subunidades que formam o poro sdo chamadas
subunidades a, enquanto que as subunidades auxiliares sdo chamadas 3, y e assim por

diante (Gadsby, 2009).

Alguns canais permitem a passagem de ions baseados somente na sua carga positiva
ou negativa. Entretanto o mais comum € que apenas um ou dois tipos de atomo passem pela
parte mais estreita do canal, o filtro de seletividade. A existéncia deste mecanismo de
seletividade foi primeiramente postulado nos anos 60 por Clay Armstrong. Ele propds que o
filtro de seletividade poderia eficientemente substituir as moléculas de agua que blindam os
ions de potassio, mas os ions de sodio eram pequenos demais para permitir esta blindagem
e por este motivo ndo poderiam passar. Entdo, como a regido do poro emula um ambiente
aquoso, os ions se movem através do canal passando um por vez na mesma velocidade que

um ion se move na agua (Voet, et al., 2002).

Este mecanismo de seletividade sé foi confirmado com a elucidagao da estrutura de
um canal iénico, realizada recentemente (Doyle, et al., 1998). Além da regido do filtro de
seletividade a maioria dos canais ibnicos apresenta uma regidao de gate, que pode abrir e
fechar respondendo a estimulos diversos, dependendo de cada canal (Jiang, et al., 2002).
Estudos mostram que a estrutura do canal é diferente para cada tipo de ion que este permite

a passagem, depende também do tipo de regulagcéo do gate e do o numero de subunidades,
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além de outros aspectos. A classe de canal mais comum inclui os canais dependentes de
voltagem que sao os principais responsaveis pelo impulso nervoso e sdo constituidos por
quatro subunidades com seis hélices transmembranares cada. Na ativacao, estas hélices se
movem de forma a abrir o gate. Duas das seis hélices sdo separadas por um loop que as

mantém alinhadas formando o filtro de seletividade (Figura 3).

/ Filtro de
'- | Seletividade
'-.‘ 2 4 r_-'; .
. Y N O :
| .l 1 20 04 LT
¥ D $00.€ A helix
|. II'. Y C/ :\\'C
inner outer
helix helix
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Figura 3: Esquema representando o canal ibnico, com destaque para o filtro de seletividade.

Devido ao seu tamanho e a dificuldade de cristalizar proteinas integrais de membrana
para a analise por raios-X, apenas recentemente foram realizadas as primeiras medidas
diretas da estrutura do canal, publicadas em 1998 (Doyle, et al., 1998) (Jiang, et al., 2002)

(Aqvist, et al., 2000). A determinagdo da estrutura molecular dos canais foi realizada por
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Roderick MacKinnon utilizando a técnica de cristalografia e raios-X e por este trabalho ele foi
laureado com o Nobel de Quimica de 2003.

Devido ao fato de os canais que possuem um gate dependente de voltagem serem os
responsaveis pela propagacdo do impulso nervoso e também devido ao fato de existirem
canais que mediam a condugao através das sinapses, 0s canais sdo componentes muito
importantes do sistema nervoso. Além disso, uma grande maioria das toxinas, tanto
ofensivas como defensivas, agem de forma a parar o sistema nervoso de seus predadores
(ou presas), o que é feito modulando a condugao através de canais ibnicos (Lee, et al., 2004)
(Wang, et al., 2007) (Wee, et al., 2007) (Wee, et al., 2010). Esses canais também sdo os
componentes chave de uma grande variedade de processos biolégicos que envolvem
rapidas mudangas na célula, como a contragdo muscular do coragao, transporte epitelial de

nutrientes e ions, entre outros processos (Voet, et al., 2002).

Na busca por novas drogas os canais ibnicos também sdo um alvo frequente,
especialmente devido ao seu papel importante em muitos processos bioldgicos. Atualmente
sabe-se que existe cerca de 300 tipos diferentes de canais ibnicos em uma unica célula.
Estes podem ser classificados de acordo com o tipo do mecanismo de abertura e
fechamento (gating), as espécies de ions que transportam e o numero de poros. Os mais
estudados sdo os canais dependentes de voltagem, que se abrem e se fecham em resposta
ao potencial da membrana (Voet, et al., 2002). Porém a lista de tipos de canais é bastante
extensa e neste trabalho discutiremos com um pouco mais de detalhes apenas os canais de

potassio Kop.
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1.4 — CANAIS DE POTASSIO Kap.

Canais de potassio de resposta (conhecidos também como canais de repouso ou em
inglés como: background, leak ou baseline potassium channel) sdo poros transmembranares
que sao constitutivamente abertos em repouso e sdao fundamentais para funcdo neural
(Honoré, 2007) (Goldstein, et al., 2001). A atividade destes canais durante o repouso leva a
membrana ao seu potencial de equilibrio de cerca de -90mV e portanto tende a reduzir a
excitabilidade (Dedman, et al., 2008). Estes canais e sua regulagcdao por segundos
mensageiros, bem como agentes farmacologicos, sdo importantes para ajustar o potencial de
repouso da membrana, a duragdo do potencial de acdo e consequentemente a transmissao

de sinal através da membrana (Honoré, 2007) (Alloui, et al., 2006) (Bayliss, et al., 2008).

Os canais de potassio de repouso sdo compostos por duas subunidades de proteina
(K2p) e ja foram conhecidas como subunidades KCNKx ou também como canais TWIK
(Tandem of P domains in a Weak Inwardly rectifying K+) (Honoré, 2007) (Treptow, et al.,
2010). A classe de canais Kop em mamiferos € composta atualmente por 15 membros. Mas
apesar destas subunidades apresentarem o mesmo arranjo estrutural, com quatro
segmentos em a-hélice transmembranar e dois dominios formadores do poro, criando dois
poros na regido do filtro de seletividade, eles compartilham muito pouca identidade na
sequéncia de aminoacidos na regiao fora do poro (N, et al., 2005). A Figura 4 foi extraida do
trabalho de reviséo escrito por Honoré (Honoré, 2007) e ilustra a organizagao e a diversidade

dos canais Kop.
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Figura 4: Diversidade e propriedades estruturais dos canais K, humanos. 4a: Representagao
da topologia dimérica dos canais K. Cada subunidade contém quatro seguimentos
transmembranares e dois dominios formadores de poro arranjados em tandem. 4b: Arvore
filogenética dos canais K, humanos, indicando a nomenclatura, localizagdao cromossémica e
funcao destas proteinas. 4c: A sequéncia de assinatura da regidao do filtro de seletividade de

um canal de potassio é indicada nesta ilustragao.

Neste trabalho vamos estudar um dos canais Kzp, 0 TREK-1 (TWIK-Related K+
channel) um canal mecanosensivel que recentemente teve sua importancia observada em

diversos efeitos fisiolégicos (Honore, 2007). A inativacdo do gene que expressa o TREK-1
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em ratos revelou um potencial envolvimento dos canais K;p em uma gama de doencgas
neuronais, incluindo dor, isquemia, epilepsia e depressdao (Honoré, 2007) (Alloui, et al.,
2006). Além disso, o TREK-1 mostrou respostas farmacoldgicas unicas, como a modulagao
por lipidios e por anestésicos gerais e locais entre outros agentes (Bayliss, et al., 2008)
(Harinath, et al., 2005) (Maingret, et al., 2000) (Patel, et al., 1999) (Punke, et al., 2003)

(Terrenoire, et al., 2001) (Voloshyna, et al., 2008).

Quanto a sua ativagdo, o canal TREK-1 pode ser ativado por estimulo mecanico,
acidose intracelular e aumento de temperatura, demonstrando que os canais Kz séo
caracterizados por um mecanismo de gating diferenciado dos conhecidos atualmente
(Honoré, 2007). Estudos realizados até agora mostram que a regidao C-terminal destes canais

€ a regiao de maior importancia para o mecanismo de modulagao do canal (Honoré, 2007).

O canal TREK-1 também apresenta um comportamento atipico em termos de sua
farmacologia, pois ele é resistente a todos os bloqueadores classicos de canais de potassio.
Entretanto, ele é inibido por diversos outros agentes farmacoldgicos, como antidepressivos
inibidores da recaptacgéo seletiva de serotonina (SSRI) como as fluoxetinas (Honoré, 2007).
O TREK-1 é aberto por outra classe importante de farmacos, os anestésicos gerais volateis
(Bayliss, et al., 2008) (Kim, 2005) (Terrenoire, et al., 2001). Doses clinicas de cloroférmio,
dietil-éter, halotano e isoflurano s&o capazes de abrir o TREK-1 (Patel, et al., 1999).
Anestésicos gasosos, conhecidos por sua potente agdo analgésica, seus efeitos
neuroprotetores e de euforia, também atuam sobre o TREK-1 em doses clinicas (Honoré,
2007). O dominio da regido C-terminal do TREK-1 também parece ser a regiao mais
importante na modulagdo do canal por anestésicos, uma vez que se este dominio ndo é

expresso no canal o efeito anestésico ndo € mais notado (Honoré, 2007).
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Para estudar a importancia fisiopatoléogica do TREK-1 in vivo alguns trabalhos tém
apresentado estudos com ratos onde foram realizadas mutagbes deletérias em seus genes
por técnicas de recombinacao (Patel, et al., 1999) (Harinath, et al., 2005). Os ratos mutantes
TREK-1"" s3o saudaveis, férteis e ndo apresentam nenhuma anormalidade visivel.
Entretanto, usando estes ratos knockout como modelo, estudos recentes mostraram um
papel fundamental do TREK-1 na anestesia, neuroprotegdo, na percepcdo da dor e na

depresséao (Honoré, 2007).

Estudos preliminares ja haviam indicado que a abertura do TREK-1 por anestésico
geral volatil induzia a hiperpolarizagéo da célula. Nos trabalhos com os ratos TREK-17, estes
se mostraram menos sensiveis ao cloroférmio, halotano, sevoflurano e desflurano do que
ratos wild-type (Honoré, 2007). Uma concentragdo de halotano que é suficiente para
anestesiar 100% de uma populagao de ratos wild-type ndo tem efeito em uma populacéo de
ratos knockout (Patel, et al., 1999). Apesar disto, a forma como estes farmacos afetam este
canal ainda € uma questdo que permanece em aberto. Os resultados mostram que a
abertura do TREK-1, junto com a modulagdo de outros alvos como receptores GABA,,

parece ser fundamental para o mecanismo de anestesia geral (Honoré, 2007).

1.5 - O EFEITO ANESTESICO:

O efeito anestésico € conhecido como a condigdo onde as sensagdes sao bloqueadas
temporariamente por um agente farmacoldégico. Este efeito pode ser de duas formas
principais: anestesia geral, onde ha total perda de consciéncia, ou anestesia local, que
representa a perda de sensacdo de uma determinada parte do corpo. Como discutido, o

transporte de ions através da membrana celular é responsavel pela transmissdo dos
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impulsos nervosos e logo pela sensacéo de calor, dor, entre outras. Por esta razéo este tipo
de transporte tem que ser bloqueado para que seja observado o efeito anestésico. Porém
pouco se sabe sobre o mecanismo de acao destes farmacos no nivel molecular e este

problema tem sido alvo de diversos trabalhos nas ultimas décadas.

1.6 — ANESTESIA GERAL:

A anestesia geral é uma técnica muito utilizada em procedimentos médicos e é
conhecida por um estado total de inconsciéncia produzido por um agente anestésico geral
(GA — do inglés: General Anesthetics). Em geral, em um procedimento cirurgico uma grande
variedade de farmacos € dada ao paciente para garantir a inconsciéncia, amnésia e a
analgesia. Entretanto o grande responsavel pelo efeito € o anestésico geral cujo mecanismo

de acao permanece nao compreendido.

Existem dois tipos principais de anestésicos gerais, os inalaveis e os injetaveis, sendo
que comumente estas duas formas sdo combinadas (Alfred, et al., 2003). Os inalaveis sao
substancias que podem ser liquidos volateis ou gases e sdo geralmente aplicados utilizando
um equipamento especial para anestesia. Muitos compostos ja foram utilizados como
anestésicos inalaveis, porém poucos continuam em uso, sendo o desflurano, isoflurno e o
sevoflurano, que sdo gases anestésicos, os mais utilizados hoje em dia. Outros anestésicos
que ja foram muito utilizados sdo os anestésicos liquidos volateis, principalmente o halotano,
o enflurano e o metoxiflurano, porém seu uso é pouco popular hoje em dia. Esta classe de
farmacos é composta por moléculas geralmente muito hidrofébicas e sdo substancias que
em condi¢des normais sdo gases ou liquidos que evaporam muito facilmente, de forma a

serem administrados pelas vias aéreas (Alfred, et al., 2003).
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Os anestésicos injetaveis sao utilizados para a indugao e manutencao do estado de
inconsciéncia. Por serem mais rapidos, sdo muito utilizados para a indugcdo do efeito
anestésico e combinados com os inalaveis que ajudam a manter o estado de anestesia. Os
farmacos mais utilizados como anestésicos gerais injetaveis sdo: o profolol, etomidatos,

metohexital, tiopentona, benzodiazepinas, ketaminas.

Quanto ao mecanismo de acdo, nao existe um consenso sobre a forma de atuacgao
destes farmacos no nivel molecular. Duas teorias principais se destacam: a teoria do lipidio e
a teoria dos canais idnicos (Voet, et al., 2002). A teoria do lipidio foi primeiramente proposta
por Overton e Meyer que postularam que os anestésicos gerais exercem sua atividade
agindo apenas na membrana plasmatica, aumentando a sua fluidez (Alfred, et al., 2003)
(Hemmings, et al., 2005). Esta idéia é suportada pela evidencia de que a poténcia destes
farmacos tem uma correlacdo muito direta com a solubilidade destas moléculas. Esta teoria
hoje ja ndo € mais muito aceita, uma vez que o papel dos canais idnicos no efeito anestésico
tem se mostrado fundamental. Estudos recentes mostram que os anestésicos gerais inibem
a funcao de diversas proteinas de membrana e também excitam a atividade de outras, como

o canal de potassio TREK-1 (Hemmings, et al., 2005) (Patel, et al., 1999) (Honoré, 2007).

1.7 — ANESTESIA LOCAL:

Os anestésicos locais (LA — do inglés: Local Anesthetics) sao farmacos de efeito
reversivo, que inibem a propagacao de sinais através de células do sistema nervoso. Esta
inibicdo pode provocar redugao ou perda da sensibilidade de uma determinada regido do

corpo. Estes farmacos estdo divididos em duas classes: amino-amidas e amino-ésters,
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sendo ambos sintéticos e suas estruturas estdo relacionadas a cocaina (Ruetsch, et al.,

2001).

A fim de induzir a anestesia local, diversos farmacos podem ser empregados, sendo

que alguns dos mais comuns sao (Alfred, et al., 2003):

1. Anestesia superficial — benzocaina, butacaina, cocaina, entre outros;
2. Anestesia espinhal — lidocaina, piperocaina, procaina, entre outros;
3. Anestesia de bloqueio nervoso — procaina, tetracaina, entre outros;
4. Anestesia epidural — bupivacaina, etidocaina, lidocaina, entre outros;
5. Anestesia por infiltragdo — butanilicaina, prilocaina, entre outros;

Quanto ao uso deste tipo de substancia existem registros da utilizacdo de inibidores
de dor, como os LA, desde a Grécia antiga, através da aplicagdo de uma raiz com
capacidade de aliviar a dor. Esta raiz € citada na obra lliada de Homero, mas também
Dioscérides menciona o uso de Oleos e balsamos para a anestesia de partes do corpo
(Alfred, et al., 2003). Ja os LAs que utilizamos hoje tém sua origem nas Américas, onde
povos andinos do Peru e da Bolivia, como os Incas, mascavam folhas de coca. O costume
ainda persiste e lhes da a sensagdo de bem-estar, tornando-os capazes de trabalhos mais

arduos, evitando a sensagao de dor por fadiga muscular, sede e fome.

Apesar de conscientes do uso da folha da coca, conquistadores espanhodis nao
estudaram as propriedades da planta, o que veio a ser feito somente em 1855-60 por um
estudante de doutorado da Universidade de Gottingen (Alemanha). Albert Niemann isolou a
cocaina do arbusto Erythroxilon coca, publicando como seu trabalho de doutorado em 1860

(Alfred, et al., 2003).
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A partir dai diversos trabalhos comegam a surgir estudando a cocaina. O primeiro que
sugere o uso desta molécula como anestésico local foi von Anrep, que por volta de 1880
estudou sua farmacologia. Em 1884, Sigmund Freud relatou seu efeito fisiologico e Koller
demonstrou sua utilidade na oftalmologia. Em 1904-05, Fourneau sintetiza a amilocaina, a
partir da disjungdo da molécula de cocaina, surge entdo o primeiro LA derivado da cocaina.
Ainda em 1905 é feita a procaina e entdo comegam a surgir diversos anestésicos. Em 1943
Lofgren e Lundqvist sintetizam a lidocaina, muito usada até hoje e mais conhecia sobre o

nome comercial Xylocaina (Alfred, et al., 2003) (Ruetsch, et al., 2001).

Quanto a sua estrutura, os anestésicos locais sao semelhantes a cocaina e podem ser
representados por uma férmula geral conhecida como grupo anestesioférico, dada pela
Figura 5. Os LA sao pequenas moléculas anfifilicas que em sua maioria possuem um

grupamento amina ionizavel em um pH entre 7,0 e 9,0 (Fraceto, et al., 2006).

Um detalhe importante, € que para terem atividade anestésica, estas moléculas
devem ter equilibrio entre as partes hidrofilica e lipofilica (Alfred, et al., 2003). Além disso, em
todos os anestésicos locais dos tipos éster e amida, o grupo carbonila é ativado pela
presenca de carga positiva parcial no atomo de carbono. Isso € possibilitado pelas ligacoes

conjugadas, que permitem uma deslocalizagdo das nuvens eletrénicas © do anel aromatico

até o oxigénio da carbonila, como na Figura 6.

/}) : - R
C\:. /1\\
Ar ) CH R,
centro cadeia centro
lipofilico : intermediaria . hidrofilico
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Figura 5: Formula geral dos anestésicos locais. Fonte: A. Korolkovas, J. H. Burckhalter;

Quimica Farmacéutica — cap. 21 — Guanabara — 1988.

CH,

CH,

Figura 6: Deslocalizagdo da nuvem eletrénica nos anestésicos locais. O modelo acima

representanda a tetracaina.

Este atomo (oxigénio da carbonila) adquire uma carga parcial negativa, o que da
origem a carga parcial positiva no carbono da carbonila (Korolkovas, et al., 1988). Na
tetracaina, devido a presengca de um grupo doador de elétrons na posicao para do anel
fenilico, existe ainda um aumento da polarizagado entre o oxigénio e o carbono da carbonila.
Entdo neste caso acredita-se que havera uma unido mais firme entre o composto (tetracaina)
e o0 aceitador de ligagdes de hidrogénio, o que prolongara a agéo do anestésico (Bernardi, et
al., 2006), ja que a regiao se encontrara mais polarizada. Com isso acredita-se que a agao
anestésica dependeria da ligagcdo dos LA com um receptor na membrana, como esta
indicado na Figura 7, sendo que o receptor poderia ser uma proteina transmembranar ou

mesmo os fosfolipidios da membrana (Fraceto, et al., 2006).

Quanto ao seu mecanismo de agao existem muitas divergéncias, principalmente
quanto ao local onde agem e qual é a forma ativa, a neutra ou a protonada. Bastante aceito
atualmente € o modelo que propde que o0s anestésicos locais atravessam a membrana na
forma n&o-ionizada, mas interagem com o sitio receptor situado na membrana neural na

forma ionizada, e assim estabilizam o potencial da membrana, bloqueando a condugéo
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nervosa (Figura 7 e Figura 8) (Ruetsch, et al., 2001). A condugao nervosa é feita através da
polarizagdo entre 0 meio interno e externo a célula, controlando o fluxo de ions através da
membrana. O que os LA fazem, é em suma, despolarizar a membrana neural, bloqueando a
transmiss&o do impulso nervoso (Auger, et al., 1988). Acredita-se que esta despolarizagdo se
dé por interferéncia no fluxo de ions Na* e K" através de canais idnicos da membrana. Ou
seja, ndo ha desenvolvimento de um potencial elétrico negativo para a transmissao de um

impulso (Fraceto, et al., 2006) (Ruetsch, et al., 2001).

::: /3 P
e CH, N < CH, NH
\CHQ/ \CH1/ 8+\08_/ \C?I:/®\Cl}11

Figura 7: Ligagcdo da molécula da tetracaina protonada ao receptor por meio de: E, forgas
eletrostaticas; D, interacdo dipolo-dipolo; V, for¢as de van der Waals e contatos hidrofébicos;

H, ligagbes hidrogénio; CT, transferéncia de carga.

— impulso

Figura 8: Propagagcao do impulso nervoso. Fonte: A. Korolkovas, J. H. Burckhalter; Quimica

Farmacéutica — cap. 21 — Guanabara — 1988.

Um fator que indicaria que tal teoria é plausivel € que os anestésicos locais costumam

ser ineficazes em areas inflamadas, devido ao pH mais acido nestas areas, o que facilita a
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ionizacao das moléculas do anestésico e, consequientemente, dificulta sua penetracdo nas

fibras nervosas (Korolkovas, et al., 1988).

Outra hipétese mais recente é a de que o sitio de ligagéo seria em canais de sodio na
membrana celular neural. Quando o fluxo de sddio € interrompido, o potencial de agdo nao
surge e o sinal ndo é conduzido através do neurdnio. O mecanismo mais aceito atualmente
seria de que os anestésicos locais entram na membrana e dentro dela se ligam a uma
porcado do canal de sddio, inibindo o mesmo, mantendo-o fechado para o fluxo de ions

(Fozzard, et al., 2005).

Outros trabalhos também indicam que os LAs desorganizam a estrutura da bicamada
lipidica 0 que aumenta a permeabilidade de agua nas membranas. Isto poderia afetar o efeito

anestésico e também aumentar sua toxidade (Shibata, et al., 1995) (Auger, et al., 1988).

1.8 — TECNICAS COMPUTACIONAIS:

Simulagdes computacionais de diversos tipos de sistemas, em especial de sistemas
biolégicos, sdo cada vez mais comuns na literatura. Porém apesar de milhares de artigos
sobre o assunto mostrarem como se comportam os mais diferentes sistemas, nao se sabe ao
certo exatamente o quanto disso € realmente uma boa aproximagao da realidade. Na
simulagao de moléculas, diversas propriedades fisico-quimicas ja sdo obtidas com boa
precisdo a partir de métodos computacionais. Mas ao tentarmos falar nestas simulagbes
como verdades absolutas, devemos lembrar que uma importante questao precisa ser feita
por ndés mesmos: As simulacdes que fazemos representam realmente a natureza? Por outro
lado, os modelos experimetais também s&o “modelos” e como tais sdo também
aproximacodes.
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Os avangos dos meétodos de modelagem molecular tentando encontrar a ideal
representacdo da natureza passam principalmente pelo avango dos computadores nas duas
ultimas décadas. Diversos estudos possiveis hoje em dia, s6 o sdo devido ao grande
crescimento tecnolégico nesta area. Em contrapartida, apesar de termos métodos também
muito avangados, varios modelos hoje sdo na verdade meras adaptacdes para o computador
de equacbes como as das leis de Newton (publicadas em 1687, em seu trabalho
Philosophiae Naturalis Principia Mathematica) utilizadas principalmente nos métodos de

Dinamica Molecular (MD — do inglés: Molecular Dynamics).

Este avango esta ajudando no desenvolvimento de diversas areas, como a bioquimica
e a engenharia de materiais. Devido a limitagdo computacional, métodos envolvendo
aproximacgoes classicas para sistemas quanticos, estao se expandindo muito rapidamente. E
apesar dos avangos na capacidade de processamento, muitos sistemas que desejamos
estudar esbarram na falta de maquinas suficientemente potentes para resolver via mecanica
quantica problemas envolvendo grande numero de atomos e moléculas. A utilizagédo de
calculos quanticos ab-initio (também chamado de método de primeiros principios: indica que
o céalculo é feito partindo dos primeiros principios da mecéanica quantica, ou seja, desde a
equacédo de Schroedinger até a obtencdo da grandeza fisica que se deseja, tendo como base
apenas a massa e a carga das particulas, além é claro da constante de Plank) para calcular,
por exemplo, os potencias harmdnicos entre atomos em moléculas organicas pequenas, com
menos de 30 atomos, podem levar até mesmo alguns dias, dependendo do método de
aproximagao utilizado no calculo. Os tempos computacionais envolvidos em uma abordagem
puramente quantica, para sistemas moleculares de grande porte, sdo absolutamente

proibitivos (Mundim, 2002).
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Quanto as metodologias para o procedimento de simulagdo computacional, estas nos
remetem aos principios gerais das dinémicas classicas e quanticas e aos principios de
extremos envolvendo grandezas fisicas. Isto da origem a diversos métodos, sendo que os
por nés utilizados foram os de mecéanica molecular (MM — do inglés: Molecular Mechanics), o
método semi-empirico PM3 (Parameterized Model 3), o método ab-initio DFT (Density
Functional Theory) com o funcional B3LYP (Becke 3 — Lee-Yang-Parr) na base 6-31G** e o
método CPMD (Car-Parrinello Molecular Dynamics), que também tem origem na DFT mas

utiliza ondas planas como base.

Diversos softwares sao encontrados, para o calculo de propriedades atdbmicas e
moleculares. Dentre eles, existem programas livres, os quais podem ser baixados da Internet
em diversas home-pages, e que, em grande parte, sdo aprimorados por seus proprios
usuarios, devido ao fato de seu codigo fonte estar aberto para qualquer pessoa. Geralmente
estes programas sao desenvolvidos por grupos de pesquisas de diversos institutos. Existem
também softwares pagos, que geralmente possuem generosos guias e interface muito
simples com o usuario, porém a um prego fora da realidade da maioria dos grupos de
pesquisa de paises em desenvolvimento. Estes, também apresentam o problema de serem
muito fechados e devemos entdo confiar em seus calculos sem saber o que exatamente
seus algoritmos fazem, ja que em muitos casos seus usuarios ndo podem ter acesso aos
seus codigos fonte. Desenvolver um software proprio também € possivel, porém bastante
complicado, principalmente devido ao tamanho do cddigo que torna praticamente proibitivo

uma pessoa ou um pequeno grupo fazé-lo de maneira eficiente.

Neste trabalho empregamos diversos pacotes computacionais, sendo que para os
calculos de dindmica molecular classica utilizamos o GROMACS e o NAMD, com os campos

de forcas GROMOS e CHARMM respectivamente. Para calculos de dindmica molecular
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hibrida (QM/MM) utilizamos uma compilacdo que integra o GROMACS com o CPMD. Além
disso, para construgcado dos parametros para os campos de for¢cas de farmacos, utilizamos os
pacotes Ghemical e Gaussian 2003, sendo este ultimo utilizado para os calculos de estrutura

eletrdnica das moléculas para obtencao dos parametros de carga.

O desenvolvimento desta tese também envolveu a montagem dos recursos
computacionais utilizados no Brasil, que incluiram a construgdo, configuragdo e manutengao
de clusters de computadores. A primeira versdo que montamos e configuramos em 2007
possuia oito nos Intel Pentium Dual Core, totalizando 16 processadores, ja utilizando um
sistema de filas e gerenciamento como os de grandes supercomputadores. No decorrer do
tempo a capacidade computacional do grupo foi crescendo e passamos a utilizar
computadores Intel Core2Quad, aumentando os recursos para 40 processadores, todos
conectados por uma rede de ethernet Gigabit. Com o aumento da capacidade computacional
passamos a utilizar maquinas mais avancadas e hoje o cluster, agora conhecido como
Jaguatirica, possui pouco mais de 300 processadores Intel Xeon conectados por uma rede
ethernet Gibabit, sendo que 96 destes processadores também s&o integrados por uma rede
Infiniband DDR 4X. Esta rede permite a comunicacao entre os ndés a uma taxa de 20 Gbit/s
com uma laténcia da ordem de 140 ns, permitindo a divisdo dos calculos em mais

processadores sem que haja perda na eficiéncia.

Fora do Brasil foram utilizados recursos de diversos centros de computacdo que nos
cederam horas por meio da nossa interagdo com o Center for Modecular Modeling da
University of Pennsylvania. Em especial, o supercomputador BigBen do Pittsburg
Supercomputer Center foi bastante utilizado, tendo sido o computador onde a maior parte

dos calculos mais extensos deste trabalho foram realizados.
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Figura 9: Foto do cluster Jaguatirica. O cluster possui hoje pouco mais de 300 processadores

exclusivos para cdlculos de modelagem e dindmica molecular.
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2 — OBJETIVOS:

Propor um mecanismo de agao para os anestésicos a partir de simulagao, ainda esta
além da capacidade computacional que temos nos dias de hoje. Nosso principal objetivo
neste trabalho é construir, através de métodos computacionais, modelos que nos déem uma
melhor compreensao do que esta ocorrendo em escala atdmico-molecular. Modelos estes
que possam ser calibrados e comparados com dados experimentais de forma a propor novos

experimentos que levem a uma resposta mais completa sobre tal mecanismo.

Para isso estudamos o comportamento de anestésicos locais na interface agua-
membrana, através de métodos classicos e quanticos de dindmica molecular. Também
pretendemos investigar o comportamento de anestésicos gerais e locais na presenca de
canais ibnicos transmembranares, a fim de caracterizar uma possivel interagdo entre o
anestésico e o canal. Estes estudos pretenderam também trazer duas novas técnicas ao
Laboratério de Modelagem e Dinédmica Molecular (LMDM — UFRJ), primeiro a simulagao
através de métodos hibridos utilizando CPMD (Car-Parrinello Molecular Dynamics) e
mecanica classica, e em segundo lugar o método de simulagdo de grandes proteinas em

membranas biologicas.

2.1 — OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Simular os anestésicos locais: tetracaina, lidocaina e benzocaina na interface

membrana-agua para estudar o comportamento do farmaco neste ambiente.

2. Com o método hibrido QM/MM (quantico CPMD e classico de mecanica molecular)

estudar o comportamento dos anestésicos locais na interface agua-membrana.
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3. Estudar o efeito da alta concentracdo de moléculas anfifilicas, como o etanol, no

transporte destas moléculas através da membrana bioldgica.

4. Aumentar o nosso conhecimento do mecanismo de gate dos canais Kyp sob a agao de

estimulos que sao conhecidos por modular o funcionamento destes canais.

5. Investigar modelos do canal de potassio TREK-1 na membrana junto com o
anestésico geral isoflurano para estudar o comportamento do mesmo na presenga do

farmaco.

6. Investigar o comportamento do canal de potassio TREK-1 na membrana na presenga

do anestésico local benzocaina.
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3 — METODOLOGIA:

Nos ultimos anos os computadores multiprocessados se proliferaram, provocando
uma corrida por melhores codigos que fossem eficientes para modelagem molecular em
paralelo. Estes avancgos levaram a uma onda de novas aplicagbes para a computacdo em
quimica. Simulacbes de sistemas bioldgicos, antes restritas a pequenos intervalos de tempo
e pequenas moléculas passaram a ser possiveis em escalas mais proxima da que ocorrem

diversos fenébmenos de interesse (Klein, et al., 2008).

Como apresentado na introdugédo, os métodos de modelagem puramente quanticos
sao muito poderosos, porém muito caros computacionalmente. Por outro lado os métodos de
MM, métodos classicos, sdo bastante rapidos mas apresentam uma série de limitagdes. Para
tentar resolver isto foram criados os métodos hibridos de mecéanica quantica (QM) e
mecanica molecular (MM). A QM resolveria entdo a parte onde precisamos de maiores

detalhes e a parte classica ficaria responsavel pelo restante do sistema.

Apesar dos diferentes nomes e muitas vezes formas complexas de resolver, todos
estes meétodos na verdade partem de principios muito bem estabelecidos na fisica. A seguir,
apresentamos com maiores detalhes os métodos que utilizamos para os calculos neste

trabalho:

3.1 — MODELAGEM MOLECULAR CLASSICA:

O principio basico deste método € muito antigo e muito conhecido pelos fisicos, e

podemos sintetiza-lo em trés leis basicas formuladas por Newton e publicadas no ano de
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1687 em seu livro “Philosophiae Naturalis Principia Mathematica” (Principios Matematicos da

Filosofia Natural) da seguinte maneira:

1. Todo corpo continua em seu estado de repouso ou de movimento uniforme em uma linha

reta, a menos que seja forcado a mudar aquele estado por forcas imprimidas sobre ele.

2. A mudanca de movimento é proporcional a forca motora imprimida, e € produzida na

direcdo da linha reta na qual aquela forga € impressa.

3. A toda acdo h& sempre oposta uma reacgéao igual, ou, as acées mutuas de dois corpos um

sobre o outro sdo sempre iguais e dirigidas a partes opostas.

A partir destes principios, sabemos que o movimento de cada atomo esta diretamente
relacionado ao potencial que é aplicado a ele. Antes porém de definirmos o potencial sobre
cada atomo precisamos estabelecer alguns principios. Na MM, o atomo é representado por
um corpo esférico com uma massa particular que, em geral, € igual a sua respectiva massa
atbmica. E €& importante estabelecermos um sistema de coordenadas que relaciona um
determinado atomo com os atomos aos quais ele esta ligado, criando assim uma relagao
entre seus vizinhos primeiros, segundos, terceiros e assim por diante. Este sistema de
orientagdo, comumente usado em métodos de modelagem e dindmica molecular, aparece

explicitado na Figura 10.

1.2 1,3 1,4

?

Figura 10: Sistema de orientagdao usado na modelagem molecular: 1,2 representa o primeiro

vizinho, 1,3 o segundo vizinho e 1,4 representa o terceiro vizinho.
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Devemos entdo, baseados em modelos da mecanica classica, descrever as
propriedades moleculares quéanticas em termos de um campo de forcas. Como exemplo, as
ligagcdes quimicas sao representadas por potenciais harmdnicos, pois em principio podemos
dizer que as moléculas sdo como uma colegdo de massas ligadas por “molas”, com suas

propriedades representadas através de potenciais harmdnicos e anarmonicos (Levine, 2003).

Precisamos entdo encontrar um conjunto refinado de parametros que melhor
represente estes potenciais classicos, a fim de descrever propriedades quanticas. A
qualidade de um campo de forgas passa necessariamente pela sua sensibilidade em
descrever e mapear os diferentes estados conformacionais de energia potencial minima,
local ou global, mesmo estando o sistema molecular em condigdes criticas e sob a agao de
forgas externas. E aqui ja comegamos a ter problemas, pois os métodos classicos falham em
algumas situagdes importantes, pois suas equagdes geralmente resolvem problemas para a
maioria dos atomos em condigdes de temperaturas e pressdo normais. Entdo alguns

problemas insoluveis para mecanica classica surgem:

e Prétons podem tunelar através de barreiras de potencial em uma ligacdo de
hidrogénio.

e Hélio liquido a baixa temperatura possui uma alta freqliéncia de vibracéao.

e A mecéanica estatistica do oscilador harmédnico classico difere muito da do oscilador
harmdnico quantico quando estamos proximos da freqléncia de ressonancia.

Outro grande problema é que classicamente o numero de onda € da ordem de 200
cm’’, porém quanticamente este valor pode ser muito diferente, principalmente em moléculas
com atomos de hidrogénio. Este problema especifico pode ser solucionado pelo menos por

duas maneiras:
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1. Se estivermos utilizando potenciais harménicos para simular as ligagbes quimicas,
podemos fazer corregdes na energia interna U e no calor especifico C,, de modo que

estes termos sejam escritos na forma:

X
QM _ jCl Z_
UM =y +kT[2 1+ex_1]
2,X
QM _ el x-e
cM = ¢ —k[1—(ex_1)2

Deve-se lembrar que se forem calculadas, a energia livre G e a entropia S também

devem ter suas equacgdes corrigidas.

2. Podemos tratar as ligagcées e os angulos de ligagao como vinculos na equagao de
movimento, sendo assim n&o precisaremos mais calcular estas vibracbes do atomo
de hidrogénio, congelando-o e ganhando no minimo quatro vezes mais velocidade de
calculo em uma MD, pois agora ao invés de passos de 0.5 femtosegundos, daremos

passos de dois femtosegundos.

Esta segunda opgdo € a que esta implementada na maioria dos pacotes computacionais

utilizados nos calculos de dindmica molecular.

Descrigao dos potenciais:

Na MM descrevemos a energia na forma Hamiltoniana como a soma da energia
cinética com a potencial, sendo que esta parte potencial & descrita pela soma de um conjunto

de termos representando cada tipo de potencial usado na representagcado da molécula:

V =Vstr + Vpena + Voop + Viors + VL] + Ves
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Em resumo, os termos da equagao acima podem ser divididos em dois grupos de potenciais

descritos abaixo:
Potenciais covalentes:

Seguem a lei de Hooke, usada para descrever oscilagoes, isto se deve, ao fato de os
atomos oscilarem proximos a um valor de equilibrio. Fazem parte deste potencial os

seguintes termos:

a. - Vg representa a energia necessaria para comprimir ou alongar as ligagées quimicas do
tipo covalente, ou seja, depende diretamente do raio entre um atomo e o outro Figura 11. A
equagao matematica para esta energia potencial € dada, para uma molécula, como a soma
das energias potenciais de todos os primeiros vizinhos de cada atomo da mesma, ou seja,
todos os atomos j diretamente ligados a cada atomo i. Pois, a temperatura ambiente, os
comprimentos das ligagdes quimicas devem oscilar proximos ao seu valor de equilibrio,

obedecendo a uma fungao aproximada a lei de Hooke, como mostra a equagéo abaixo:
1 2
Vstr = Z Eklj(lij - l?])
1,2

onde | e J representam quais tipos de atomos estdo sendo ligados, ou seja, representam
valores de referéncia para os atomos i e j da ligagcdo. Note que a constante de forga k; e o
comprimento de referéncia 1%, sdo valores fixos para cada tipo de ligacdo. Por exemplo, no
CHs — CH, — CHj3, temos valores fixos de referéncia para ligagdes entre carbono e carbono, e
carbono e hidrogénio. A constante de Hooke (k) pode ser calculada, por exemplo,
analisando-se o espectro de absorcao de infravermelho da molécula, comparando-o com as
energias potenciais obtidas para cada estado vibracional, utilizando-se a equagado de

Schroedinger.

Rafael C. Bernardi 33



@

Figura 11: Representac¢ao da ligagcao direta entre um atomo e outro.

b. — O termo Vpeng € a contribuicdo na energia potencial que representa o angulo entre as

ligacdes, como na Figura 12:

Figura 12: Representagao do dngulo entre as ligagées de trés atomos.

Este termo € dado para a molécula como sendo a soma de todas as energias potenciais
Viend,jk POSSiveis na interagdo de cada atomo i com os seus dois primeiros vizinhos j e K,

onde:

1 2
Vhena,ijx = EkI]K(eijk — 0x)
com kk € a constante de restituicdo do angulo de equilibrio 6°x

c. — Para representar, e manter a estrutura tridimensional de alguns agrupamentos de
atomos da molécula, temos a contribuicdo no potencial devido ao angulo dihedral improéprio

Voop, qQue nos mostra a contribuigdo, na energia potencial, do angulo o de desvio de um
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plano, formado pelos atomos i,j,k, em relagdo ao outro, formado pelos atomos j,k,I, como na

Figura 13.

Para representar matematicamente a energia potencial, devemos somar todos os
potenciais de cada par de planos, com a equagao para representar cada um destes

potenciais de Hooke, como sendo do tipo:

1

2
I/Z)op = Ekoop (woop - wref)

onde, koop € uma constante parametrizada a partir de valores empiricos.

Figura 13: Representag¢do do dngulo formado entre dois planos formados por quarto atomos

da molécula.

d. — Viors € 0 termo da contribuigao torsional, que representa os movimentos harménicos em
torno das ligagdes quimicas, como mostra a Figura 14. Ele descreve a simetria rotacional
pelas barreiras e minimos de energia para a torgdo de cada ligagao quimica com liberdade
de rotagdo, sendo dado matematicamente como a soma dos potenciais de todos os

possiveis angulos de torgdo da molécula Vi jjki, que por sua vez € dado por:

N =

Viorsijkt = 5 [V1(1 + cos @) + V,(1 — cos 2¢) + V3(1 + cos3¢) + -+ ]
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Onde ¢ é o angulo dihedral proprio (como na Figura 11), e V4, V2, V3 sdo parametros

definidos dependendo de quais tipos de atomos séo i, j, k e I, que levam a perfis de potencial

em que 0s minimos e maximos ndo tém necessariamente os mesmos valores.

“ega, A,

Figura 14: Representagcao do angulo de tor¢ao em torno de uma ligagdo quimica, formado por

dois planos em quatro atomos em sequéncia na estrutura da molécula.

Potenciais ndo-covalentes:

a. — Potencial de van der Waals: Quando temos atomos nao ligados covalentemente,
podemos tratar suas ligagdes por potenciais efetivos, compostos por termos de curto e longo
alcance, o que inclui a repulsao das nuvens eletrbnicas, a atracdo de van der Waals e o
termo eletrostatico de Coulomb. Exceto os trés primeiros vizinhos quimicamente ligados,
cujas interagdes sdo tratadas por potenciais harmdnicos, a interagdo de cada atomo com os
outros atomos da molécula é também descrita por termos de Lennard-Jones e Coulomb. O
termo de Lennard-Jones (muitas vezes também chamado de termo de van der Waals) V|, é
usualmente dado como a soma das interagdes envolvendo todos os possiveis vizinhos a

partir do terceiro (1,4, 1,5, 1,6, ...), ou seja:

VL] = Z EI]

1,>3

12 6
<E> ) (E)
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onde: Rj € a distancia entre os atomos i e j, R,y € o valor parametrizado para a distancia e ¢,

é o parametro que fornece o valor de V,; que tem minima interacdo de Lennard-Jones na

curva do pogo de potencial. A curva do potencial de Lennard-Jones e uma representacao
esquematica do tipo de interagao € apresentada na Figura 15.

|l

i

0o |~

Figura 15: Representacao do termo de potencial de Lennard-Jones.

Nota-se que o potencial de Lennard-Jones é representado por um termo atrativo com
poténcia 6 e outro repulsivo com poténcia 12. O termo repulsivo é atribuido a combinacao da
repulsdo interatbmica com o principio de exclusdo de Pauli. Este termo é de curtissimo
alcance, da ordem de 5 A, de maneira que a energia potencial aumenta rapidamente com a
aproximacao entre os nucleos atébmicos devido a nao interpenetracdo dos atomos néo
ligados covalentemente e ao fato do diametro atémico ser finito e quase invariavel. O termo
atrativo surge atribuido a pequenas flutuagdes na distribuicdo de cargas do atomo na
presencga de outro, o que induz um dipolo elétrico (em alguns casos até mesmo quadrupolo
elétrico) em sentido oposto, fazendo surgir assim uma interagéo atrativa dipolo-dipolo, sendo

esta interagcdo conhecida como termo de dispersao de London.

Na quimica, o potencial de van der Waals refere-se originalmente a todas as formas
de forgas intermoleculares, porém com o passar dos anos o termo acabou sendo mais
relacionado com as forgcas devido a polarizagdo das mesmas. Potenciais de Keesom, de

Debye e o termo de dispersdo de London eram nomeados juntos como potencial de van der
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Waals em homenagem ao fisico holandés Johannes Diderik van der Waals, que foi o

primeiro a documentar tais interacées em 1873.

Um fato interessante decorrente destas expressbes € que podemos ver que a
tendéncia de todos os gases se condensarem a baixas temperaturas, proximas a
temperatura de ebulicdo, é atribuida a forgcas atrativas que superam a energia cinética das
moléculas nessas temperaturas. Esta relagdo pode ser obtida ja que, macroscopicamente, o
termo atrativo de van der Waals surge como uma corre¢ao da pressao, no tratamento de
gases reais, e o termo repulsivo € uma corre¢do na equacgao de estado dos gases ideais,

para considerar o volume excluido no estudo de gases reais.

b. — O termo Vs (potencial de interagao eletrostatica) € comumente dado como a soma das
interacdes eletrostaticas envolvendo todos os pares de atomos, exceto os trés primeiros
vizinhos de cada atomo da molécula. Este potencial de interagdo, demonstrado
esquematicamente na Figura 16, também é conhecido como potencial de repulséo
coulombiana, pois Vesjj € expresso pela equagdo de energia potencial de Coulomb, isto é:

Q:Q;

V.. = EE——
es 347T£0€-,~Rij

2]

onde Q; e Q; sdo as cargas liquidas dos atomos i e j respectivamente, R; € a raio entre os

atomos e £, € uma constante dielétrica.

Figura 16: Representacado do termo de potencial de Coulomb.
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Otimizagao de Geometria através da MM:

Computacionalmente temos diferentes modos de minimizar a energia de um sistema,
porém basicamente o que é feito € se ajustar as coordenadas atdmicas de modo a reduzir a
energia potencial descrita anteriormente. Os métodos de gradiente sao as ferramentas mais
comuns para esta funcdo, sendo que os mais conhecidos sao o steepest descents, o do

gradiente conjugado, o de Newton-Raphson e o método de Newton truncado.

O método steepest descent (declive acentuado) foi desenvolvido por Cauchy em 1847.
Sua forma é muito conhecida e também bastante simples, porém apresenta um lento
caminho de convergéncia, pois utiliza poucas informagdes, exigindo apenas as derivadas
primeiras para o calculo. Como o gradiente de uma fungédo € um vetor que aponta na diregao
de maior crescimento da fungdo, entdo o que método faz é seguir na diregcdo oposta a do

vetor, procurando um ponto de minimo.

O método do gradiente conjugado é um pouco mais sofisticado, pois além de utilizar a
informacao sobre a primeira derivada ele “memoriza” o caminho ja percorrido o que |he faz
convergir mais rapidamente do que o steepest descent. A vantagem maior deste método esta
no fato que sua formulagéo garante que a diregao do gradiente do novo passo sera sempre
ortogonal ao gradiente do passo anterior, e assim consequentemente de todos os anteriores.
Desta maneira evitamos percorrer 0 mesmo caminho da minimizacdo mais de uma vez,

tentando ir diretamente para o fundo do pogo de potencial.

Newton-Raphson ja € um método mais complexo que converge em uma forma
quadratica, ou seja, em pontos préximos do minimo o numero de digitos significativos dobra.
A idéia do método é de se tomar um valor qualquer para uma variavel x, como primeira

estimativa para este minimo. Com este valor calculamos entdo o valor da fungdo que,
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provavelmente, ndo esta no minimo. Deste ponto, tragamos uma tangente a curva buscando
0 ponto em que esta tangente corta o eixo X, ou seja, este novo valor de x devera ser uma

melhor aproximacédo do minimo, e assim sucessivamente.

Baseado em séries de Taylor, o método de Newton truncado consiste na geragao de
uma série de problemas linearizados, ou seja, quando tratamos de problemas muito grandes,
a solugao destes sistemas de equacgoes lineares, juntamente com as repetidas avaliagbes da
matriz de rigidez, tornam o método muito dispendioso computacionalmente. O calculo das
solugdes lineares no inicio das interagdes nao-lineares ndo precisa de grande precisao,
necessidade esta que aumenta na medida em que as interacdes nao lineares vao, cada vez
mais, aproximando-se da solugdo final no equilibrio. Ou seja, a idéia principal é
minimizarmos o trabalho necessario para busca do minimo quando estivermos longe da

posicao de equilibrio.

Dindmica Molecular:

A dindmica molecular (MD), nada mais € do que o estudo da evolugédo temporal de um
dado sistema molecular. Este método trata os atomos em um meio continuo, com as ligagdes
quimicas vibrando, angulos de ligagao variando, a molécula rotacionando, e ainda, a
molécula como um todo pode, ou néo, estar se deslocando no meio, tudo isto dependendo

do problema a ser tratado.

A primeira aplicacdo usando dindmica molecular consistia de um modelo de esferas
rigidas com choques perfeitamente elasticos para representar as interagbes atomicas, foi
desenvolvida por Alder e Wainwright e publicado no Journal of Chemical Physics em 1957.
Entre os principais precursores deste método também estdo Westheimer, Hendrickson,

Wiberb, Allinger e Warshel (Levine, 2003).
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Com o passar dos anos o tamanho e a complexidade dos sistemas estudados
cresceram muito. Para isto diversos artificios tiveram de ser criados ou mesmo adaptados
para estes estudos. A seguir apresentamos alguns destes mecanismos utilizados em nosso

trabalho:

Algoritmo de Verlet:

Desenvolvido pelo fisico francés Loup Verlet em 1967 (Levine, 2003), este algoritmo,
bem como outros métodos numéricos, resolve as equacgdes de movimento de Newton no
formalismo de Hamilton para cada incremento de tempo, para isto baseia-se no método de
integracdo de Euler. Num calculo de MD a avaliagdo das forgcas para obtencédo das
aceleragdes é o0 processo que mais consome tempo computacional, pois temos que efetuar a
derivada da fungao potencial descrita anteriormente na se¢do de Mecéanica Molecular. Assim,
a partir destes calculos, as aceleragdes podem ser inseridas nas equag¢des de movimento,
que por sua vez indicam as trajetorias de cada um dos atomos analisados (Lindahl, et al.,

2001).

Um problema deste método € que ele somente funciona para fungbes suaves, ou seja,
fungdes continuas das posi¢coes atdbmicas. Quando ha truncamento nas interagdes de longo
alcance, o potencial sofre variacdo brusca no instante em que a distancia entre um par de
atomos em interacdo ultrapassa o raio de corte, entdo a menos que um método de
suavizagao possa ser usado, o tratamento do problema deve ser acoplado a uma analise

colisional da dinamica do sistema (Mundim, 2002).

A integral utilizada pelo algoritmo de Verlet pode ser derivada da expansao de Taylor
da trajetdria x(t) de uma particula num tempo t. A expansao de Taylor em torno de um tempo

to nos da:
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1 1
x(ty + At) = x(ty) + Atx'(ty) + EM x"(ty) + EAt3x"’(t0) + 0(At?*)
E também:
1 1 ,
x(tog — At) = x(ty) — Atx' (to) + EAtzx"(tO) - gAth' "(to) + 0(AL*)

Juntando entdo as duas equacdes:
x(to + At) + x(ty — At) = 2x(ty) + At2x"(t,) + 0(At?)
Entao, facilmente podemos obter a velocidade:

x(ty + At) — x(t, — At)

+ 0(At?
2At (At%)

v(ty) =

O calculo da velocidade € duas vezes menos preciso do que o calculo das trajetérias.
Entretanto, este erro ndo é acumulado durante o calculo porque a evolugdo dos passos nao
necessita dos valores das velocidades, sendo que esta é calculada diretamente das

trajetorias sempre que requisitada.

Algoritmo “summed Verlet” ou “leepfrog”:

Este método foi feito como uma forma de se evitar que o incremento dado a cada
passo fosse muito impreciso, devido ao fato deste ser muito pequeno comparado a distancia
entre duas posic¢oes. Este algoritmo de meio-passo foi criado a partir de uma modificagéo do
algoritmo basico de Verlet. Entdo, dando-se passos menores, este algoritmo torna-se menos
suscetivel a erros e ocupa menos espagco ha memoria, tornando-o assim mais estavel e

eficiente.
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: . ot at -
As velocidades nos meio-passos t + Set—— podem ser definidas, desprezando-se

os termos de ordem superior, como:

at\ _ x(to + dt) — x(to)
v (to 7) - at

E também como:

ot x(ty) — x(t, — dt)
v (to B 7) - ot

A propagacao das posigdes € obtida destas equacgdes diretamente, de forma que:

ot
x(tyg +0t) = x(ty) + v (to + ?) at

Esta equagdo é mais precisa por nao lidar com diferengas entre grandes valores,

comparados as pequenas variagdes nas posi¢coes atdbmicas entre t, e t, + dt.

A maior vantagem deste algoritmo talvez seja o fato de as velocidades aparecerem no
calculo das novas posicdes, o que torna o sistema acoplavel a um banho térmico por
corregdes nas velocidades. Controlar as velocidades, neste caso, significa controlar
diretamente, além da energia cinética, também a energia potencial e logo a energia total do
sistema, pois o potencial € uma fungdo das posicoes e a variacdo destas depende
necessariamente das velocidades. Entdo um tratamento estatistico nos leva facilmente a

equacao:

Ngt

3 1
ENatkT = (Z Emiviz(t))]vsteps
i=1

Rafael C. Bernardi 43



De onde podemos tirar a temperatura 7' do sistema. O acoplamento a um banho térmico se

da a partir da comparagéo da temperatura 7' a cada ciclo de N, (este nimero geralmente
varia entre 20 e 50 passos, dependendo do numero de atomos do sistema N,), com uma
temperatura de referéncia 7, . No caso de haver um desvio AT'muito grande, na maioria das

vezes da ordem de 10% de 7, , entdo as novas velocidades ser&o corrigidas por um fator:

Jt Jt T
w(e+y)=ul(e-3) ||

Esta forma simples de banho térmico foi muito utilizada nos primeiros calculos de
dindmica molecular e continuava a ser utilizada até poucos anos atras. Entretanto desde a
década de 1990 outros métodos passaram a ser mais utilizados, como o de Berendsen, de
Andersen’s ou o de Nosé e Hoover, que utilizamos na maioria de nossos trabalhos (Nose, et
al., 1983). Também o método da dindmica molecular de Langevin passou a ser bastante
utilizado na ultima década, especialmente em calculos mais longos de MD, tendo sido por

nos utilizados nos calculos com o canal TREK-1.

O método de Berendsen, um dos mais utilizados em calculos de MD, é extremamente
eficiente para relaxar o sistema para uma temperatura setada como a de equilibrio, porém
uma vez que este equilibrio é atingido este ndo é o acoplamento ideal e utilizar um ensemble
canbnico mais correto € muito importante. Um dos métodos mais avangados para as longas

MDs no equilibrio € o método de Nosé-Hoover.

A idéia deste método é considerar o banho térmico como uma parte integral do
sistema, adicionando uma variavel artificial §, associada a uma massa ficticia Q > 0, assim

como a velocidade §. A magnitude de O determina o acoplamento entre o reservatorio
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térmico e o sistema real e desta forma influencia as flutuagdes da temperatura. A variavel
artificial § funciona como um parametro de ajuste temporal, mais precisamente o tempo no

sistema extendido é esticado por um fator §.
dt = §dt

Uma vez que no método proposto por Nosé as coordenadas atdbmicas sdo idénticas em
ambos os sistemas, a equagao de movimento do sistema no formalismo de Lagrange para o

sistema extendido passa a ser:
_ m; ~D2 2 ~ 1 22 ~
L= — 57 —U(r)+§Qs —gk,TyIn§

i

Os termos adicionais sao incluidos para garantir que o algoritmo reproduza um ensemble

candnico onde g = Ny

A idéia de um tempo esticado que as equacdes de Nosé propdem ndo sdo muito
intuitivas e também sao muito complexas de serem aplicadas. A formulacdo que Hoover
sugere, baseado na idéia de Nosé, reformula estas equagbes em termos das variaveis do

sistema real. A transformada proposta segue as seguintes relagdes:

s =35,$ = §5,5%5 + 8§52, r = F,7 = §F,1 = §2F + 512

Que levam a uma nova Lagrangeana e as seguintes equagdes de movimento de Lagrange:

F;
TL:E_YTL
l
—kgN T,
y = B dfT(t)<g 0 _1>
Q Ngs T(t)
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Onde y = 5/5. E importante salientar que devemos ter muito cuidado na escolha do valor de
0, uma vez que diferentes valores mudam o ensemble e desta forma podem levar a um
acoplamento de temperatura ruim. Este acoplamento n&o € simples de ser compreendido,
mas € a forma mais eficiente de se manter o sistema no ensemble candnico, como desejavel

na maioria das simulacées por dinamica molecular.

Corregdes nas velocidades também podem ser muito uteis no inicio de dindmicas de
modo a aliviar tensbes localizadas do sistema. Geralmente as velocidades iniciais sao
sorteadas assumindo uma distribuicdo de Maxwell-Boltzmann, porém atomos com
velocidades muito superiores aos demais podem atrapalhar a dinamica, gerando regides
superaquecidas, desta forma, geralmente faz-se necessaria uma pequena dindmica para

estabilizar o sistema e entdo seguir o calculo.
Dindmica de Langevin:

Um método matematico aproximado muito utilizado para a dindmica de sistemas
moleculares € o método desenvolvido pelo fisico francés Paul Langevin no inicio do século
XX. Esta abordagem €& -caracterizada pelo uso de modelos simplificados para a
contabilizagdo de graus de liberdade através do uso de equacgdes diferenciais estocasticas. A
idéia € que um sistema molecular no mundo real provavelmente n&o esta no vacuo.
Empurrées de moléculas de solvente ou ar provocam fricgdes e colisbes de alta velocidade
coasional e acabam perturbando o sistema. A dindmica de Langevin estende a dinamica
molecular tradicional para permitir estes efeitos. Além disso, este método permite controlar a

temperatura como um termostato, assim simulando o ensemble candnico.

Resumidamente, a dindmica de Langevin mimetiza os aspectos de viscosidade do

solvente. Entretanto este ndo € um modelo completo de solvente implicito, uma vez que nao
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leva em conta o efeito hidrofébico nem o screening eletrostatico, que sdo melhores descritos
pela equacdao de Poisson-Boltzmann. A equagdo de Langevin para um sistema de N

particulas com massa m, com coordenadas x(z) é:

mix = —VV(x) — ymx + /2ykgTmR(t)

Onde V(x) é potencial de interagao entre as particulas, T € a temperatura do sistema, Kb é a

constante de Boltzmann e R(t) é a fungao delta que satisfaz as relagoes:
(R())=0
(RORE)) =6 -1t)

Onde § é a funcéo delta de Dirac. E importante observar que se o objetivo principal for usar a
dindmica de Langevin como acoplamento de temparatura, como em nosso caso, devemos
tomar muito cuidado na escolha do valor da constante y. Para mantermos o sistema em um
ensemble canbénico devemos manter o valor da constante y baixo, uma vez que o

crescimento de y leva a um regime difusivo, como numa dindmica Browniana.
Solvente na Dinamica Molecular:

Geralmente quando falamos de dindmica molecular classica, estamos interessados
em uma simulagao de alguma molécula ou de um conjunto de moléculas em um determinado
meio. O meio mais estudado certamente é a agua, principalmente quando realizamos
simulagbes de interesse biologico. Isto se deve ndo s6 ao fato de agua ser o maior
constituinte de boa parte dos seres vivos, mas também devido a agua liquida apresentar
caracteristicas peculiares e até mesmo intrigantes relacionadas, por exemplo, a sua
habilidade singular de fazer simultaneamente quatro ligacées de hidrogénio, em conjunto
com sua baixa massa molecular e aos pequenos momentos de inércia. A agua também é
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encontrada em abundancia ao redor de biomoléculas como proteinas e membranas,

controlando sua estrutura, funcao e reatividade em sistemas bioldgicos.
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Figura 17: Representacdo em duas dimensées do modelo de condi¢ao periédica de contorno

utilizado nos métodos de dindmica molecular.

Simulagbes em caixas d’agua sao muito comuns, porém como resolver problemas
basicos, como as bordas de uma caixa? Sabemos que quando estamos tratando problemas
em nivel molecular, com uma pequena quantidade de moléculas (geralmente da ordem de
104), se existisse uma parede nas bordas, haveria interagdo da agua com esta parede, o que
nao nos interessa. Para resolver este problema, foi proposto entdo um modelo classico que
minimiza estes efeitos e consiste na aplicagdo de condigbes periddicas de contorno, ou seja,
os atomos do sistema s&o simulados em uma caixa rodeada por copias da propria caixa.
Sendo assim é como se ndo houvesse limite na caixa e a mesma fosse infinita Figura 17. A
caixa é construida de modo que as moléculas de agua podem entrar e sair livremente de um
lado para o outro, mas sempre mantendo uma mesma densidade no meio, ou seja, para
cada molécula de agua que sai da caixa através de uma parede, outra molécula entra pelo

lado oposto, sem que as moléculas sejam quebradas, passando-as sempre inteiras. Existem
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muitas possibilidades para o formato destas células unitarias, como cubicas, romboédricas
ou octaedros truncados, e geralmente escolhe-se a que minimiza o numero de atomos no

sistema, principalmente quando temos uma macromolécula solvatada nesta caixa.

Diversas propriedades moleculares podem ser obtidas através de uma simulacdo em
meio aquoso, como: propriedades estruturais de solvatagao, ligagdes de hidrogénio entre
soluto-solvente, a area do soluto acessivel ao solvente, além do estudo da organizagdo das
moléculas de agua na vizinhanga do soluto e de diversas propriedades deste, como
estabilidade conformacional e dindmica, movimentos em diferentes escalas de tempo e de

importancia para a atividade, entre outras.

Simulagées de Interfaces Biolégicas:

A simulagdao de membranas biolégicas sempre foi um dos grandes alvos das técnicas
de dinamica molecular. A escala de tempo acessivel nas simulagbes hoje em dia tem
aumentado muito a complexidade dos calculos realizados. Sistemas envolvendo mais de um
tipo de lipidio, além de colesterol, explicitos na simulacéo estao possibilitando novos estudos
muito mais complexos. Porém no comec¢o a simulagdo de membranas utilizava um conceito

muito mais simples.

Neste tipo de estudo simplificado, a membrana € simulada de forma implicita como
sendo uma interface entre dois meios. Neste modelo, desenvolvido durante a tese de
doutorado do Prof. Pedro G. Pascutti, as constantes de permeabilidade e de permissividade
sao colocadas para simular um lado de uma interface, simulando o meio exterior a
membrana, no caso a agua, e para o outro lado, que simula o interior da membrana, sao
inseridas as constantes equivalentes. Podemos utilizar entdo o método das cargas imagens

para uma analise do deslocamento da molécula dentro da membrana. Isto, a primeira vista, &
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uma aproximagao muito grosseira da membrana (Figura 18), porém os resultados obtidos

sao bons, e 0 método é fisicamente muito simples de ser explicado.

®

ﬂ

/,\_
L
v

Figura 18: Modelo da interface utilizando método das imagens. Alguns fatores devem ser
observados: O potencial em P (meio 1) depende de q e q". O potencial em 2 depende s6 de g
corrigida a descontinuidade dielétrica q". Entre os dois meios os potenciais devem ser iguais.

Deve haver continuidade da componente do deslocamento elétrico perpendicular a superficie.

Este método pode ser aplicado a problemas envolvendo cargas na presenca de
superficies de meios condutores ou dielétricos. Basicamente, consiste na substituicdo do
problema real composto pelas cargas e a superficie da membrana, por um problema mais
simples composto pelas cargas e suas imagens projetadas no interior do meio em questéo.
O campo elétrico, devido a densidade de cargas induzida na superficie de um meio condutor,
ou devido a polarizagao da superficie de um meio dielétrico, na presenga de uma carga q, €
aproximado ao produzido por uma carga hipotética q' situada simetricamente em relagao a
posi¢cao onde estaria a superficie. Usa-se entdo uma abordagem semelhante a utilizada em

livros de eletrodinamica.
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Apesar de simples este método apresenta bons resultados, tendo sido utilizado em
diversos trabalhos. Um dos trabalhos realizados pelo grupo do Prof. Pedro G. Pascutti €
justamente sobre o estudo do gate de canais idnicos neste tipo de interface, mais
especificamente o gate de inativagdo do canal de sédio (Sirota, et al., 2002). Neste trabalho
Sirota construiu um modelo tedrico do gate de inativagcdo do canal de sdédio, mais
especificamente do linker L.y e realizou calculos de dindmica molecular numa interface de
membrana implicita, mostrando que este dominio parece ter uma grande importancia na

inativagao do canal.

A simulacdo de membrana explicita € uma das técnicas mais importantes em dinamica
molecular, tendo grande importancia para o estudo de farmacos e também de proteinas, uma
vez que uma grande parcela destas possui dominios transmembranares. Quando falamos
em membranas explicitas queremos dizer que cada atomo do sistema é simulado. Desta
maneira, simulagdes de bicamadas lipidicas ja esbarram na necessidade de computadores
poderosos, que tenham capacidade de processar 0 numero gigantesco de atomos. Também
nas técnicas para simular as peculiares propriedades termodinamicas deste tipo de sistema

utilizando para isto apenas a mecéanica classica.

Diversos modelos de membrana foram criados nos ultimos anos, entre eles um dos
modelos mais utilizados foi desenvolvido pelo grupo do prof. Dr. Peter Tielleman da
Universidade de Calgary, Canada. Este modelo segue os procedimentos desenvolvidos na
tese de doutorado de Tielleman sob orientacéo do prof. Dr. H. J. C. Berendsen, um dos “pais”
do GROMACS, um dos mais conhecidos softwares de dinamica molecular. O grupo de
Calgary alterou diversos parametros a fim de reproduzir propriedades experimentais de
membranas bioldgicas e assim poder organizar modelos confiaveis de simulagéo. Alteragbes

nos potenciais, principalmente eletrostaticos e de van der Waals, fazem-se necessarios para
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estabilizar um sistema como este e manter condigdes periddicas de contorno (Tieleman, et
al., 1996), porém por mais modernos que sejam seus meétodos ainda estamos um pouco
longe de simular membranas explicitas com diversas proteinas e carboidratos cruzando

através da mesma, como mostra a ilustracao da Figura 19.

Meio extracelular Glicolipidios

Glicoproteinas

Carboidratos

Membrana
Lipidica |

Proteinas Meio intracelular

Figura 19: Representagcao da membrana celular. Estao representados nesta figura os
fosfolipidios, que sdo os principais integrantes da membrana, junto com diversas outras

biomoléculas.

O estudo de sistemas modelo de membrana pode ser feito com detalhes atémicos
através de técnicas como Monte Carlo, dindmica molecular, dindmicas estocasticas ou ainda
por combinagdes destas técnicas. A dindmica de um lipidio, bem como de qualquer outro
sistema que se deseja simular, passa primeiramente por uma grande coleta de dados

experimentais. Os estudos experimentais nos dao principalmente uma visao estrutural das
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cadeias fosfolipidicas e de suas propriedades de transporte de pequenas moléculas, ou seja,
de sua permeabilidade a outras moléculas, como farmacos, permitindo a entrada ou saida
destas moléculas dentro da célula. Estes estudos nos levam a progressos principalmente nas

parametrizacdes dos campos de forgas.

Um trabalho importante, que ajudou bastante nos atuais métodos de simulagdo de
membranas foi feito por Jakobsson e Scott em 1996, que revisaram algumas estratégias de
simulagao de lipidios. Este trabalho discutiu diferentes condi¢des macroscopicas de bordas e
propde a simulacdo de bicamadas com a aplicagdo de uma superficie de tensdo, como num

ensemble Ny T. Poderia ent&o surgir uma alternativa aos ensembles Npt e NVT que sao mais

comuns em simulacdes. Outros ensembles também foram estudados por Feller e também

por Zhang (Feller, et al., 1999) (Zhang, et al., 2007).

Um problema do uso de diferentes ensembles esta no fato de que tipicamente sao
comparados dados obtidos por diferentes experimentos, realizados em diferentes condicodes.
Para ajustar estes parametros, diferentes aproximacdes e parametros podem ser
comparados fazendo-se uma série de simulagdes com diferentes parametros e condi¢cdes de
contorno alterando-os sistematicamente. Entretanto este tipo de calculo demasiado exaustivo
era proibitivo em termos computacionais. No estudo da DPPC diversas simulagbes foram
realizadas pelo grupo do professor Berendsen, sendo que elas diferem uma da outra com
respeito as condigdes macroscopicas de fronteira, modelo de agua utilizado, cargas e

também dos paréametros das interagcoes de Lennard-Jones entre carbonos e agua.

Apesar de termos utilizado diversas fontes de parametros diferentes para a realizacéo
de nossas simulagdes, a forma que cada grupo utilizou para obter estas topologias ndo é

muito diferente uma da outra. Seguindo como exemplo o modelo da DPPC feito pelo grupo
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do Dr. Tieleman, tentaremos a seguir explicar algumas das complicagbes que envolvem a

parametrizacao de uma membrana lipidica (Tieleman, et al., 1996).

Num dos primeiros estudos de membrana realizados com detalhamento atémico, um
sistema contendo 64 lipidios e 736 moléculas d’agua foi utilizado na fase gel a uma
temperatura de 335K (Tieleman, et al., 1996). Para forgar o sistema a se manter nesta fase
gel trés ajustes fundamentais foram feitos: os parametros de Lennard-Jones das interagdes
CH»-CH; e CH3-CH; foram alterados, os diedros do campo de forcas GROMOS foram
trocados por fungdes de potenciais diedrais de Ryckaert-Bellemans e as cargas das cabecas
foram divididas por dois para diminuir as interagbes entre estes grupos. Isto poderia
compensar entdo a perda no potencial dielétrico causado pela ndo polarizabilidade do
modelo de agua utilizado. Entretanto, como a redug¢do das cargas ndo € a mais elegante,

outras modificagdes foram propostas pelo grupo.

Alteracdes no campo de forcas:

1. Cargas:

Praticamente em todos os campos de forgas modernos as cargas utilizadas séo
derivadas de calculos quanticos ab-initio. No caso do campo de forgcas para o DPPC e POPC
do grupo do Dr. Tieleman, os parametros séo derivados do trabalho de Chiu (1995) com
algumas corre¢des através de calculos ab-inito. Modelos com estas cargas e com o padrao
de cargas do campo de forcas GROMOS, ja citado anteriormente, foram testados por este

grupo de modo a obter uma comparacgao dos termos para um mesmo sistema molecular.

2. Parametros de Lennard-Jones para interagbes entre agua e metil ou metileno:

Nas primeiras simulagdes dois diferentes conjuntos de parametros de Lennard-Jones

foram utilizados para estas interacdes: os parametros publicados por Chiu em 1995 e mais
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recentemente o conjunto derivado do estudo da interface decano/agua feito por Van Buuren
em 1993. Van Buuren e seus colaboradores examinaram cinco diferentes valores para o

parametro € nas interagées Ow-CH, e Ow-CHjs, isto foi feito devido ao fato do valor original

implementado no campo de forgas GROMOS resultava na solubilidade do decano em agua
de maneira muito distante dos experimentos. As interagbes Ow-CH; e Ow-CHj; s&o
consideradas um ponto de fundamental importancia na interface agua membrana (Tieleman,

et al., 1996) (Marrink, et al., 1996).

3. Modelo de agua:

Diversos modelos de agua foram utilizados nos testes de simulagdo da interface
agua/lipidio, sendo que os modelos que se sairam melhor foram o SPC, o SPC/E e o TIP.
Apesar de cada um destes modelos de agua apresentar diferengas infimas entre si quando
analisamos uma unica molécula, esta diferenga torna-se bastante significativa e influente

quando tratamos de uma quantidade consideravel de moléculas como em nosso sistema.

Focando nos modelos SPC e SPC/E, existem muitas razbées para preferirmos um ao
invés do outro. O modelo SPC/E foi originalmente desenvolvido devido ao fato de seu
predecessor nao fornecer corretamente as auto-energias devido a polarizagado. Este modelo
fornece uma melhor densidade, fungdo de distribuicdo radial, constante de autodifusdo e
constante dielétrica do que a SPC. Porém, infelizmente, um modelo com poucos parametros
como o SPC ou o SPC/E nao pode reproduzir todos os experimentos observados com
valores exatos, e para se chegar as melhorias citadas o potencial termodinédmico para o
SPC/E somente sera correto se sua auto-energia de polarizagao for aplicada, ou seja, se for
posta “a dedo” nas simulagées. Também devemos lembrar que a energia livre efetiva do
SPC/E é muito baixa (-27,6 kd/mol) comparada a do modelo SPC (-24,3 kd/mol), sendo que

este ultimo esta mais proximo de valores experimentais (Marrink, et al., 1996). Isto tudo,
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indica que o estado liquido é termodinamicamente muito mais favoravel para o SPC/E,
porém como em nosSsO caso a agua esta em equilibrio com diferentes ambientes, a
solubilidade torna-se muito importante para o bom comportamento das interfaces. Estes
resultados levaram entdo a sugestdo de que o modelo SPC seria mais confiavel quando

trabalhamos com lipidios do GROMOS (Tieleman, et al., 1996).

4. O tratamento eletrostatico:

As interacdes eletrostaticas requerem um cuidado especial. Inicialmente nos estudos
de bicamadas lipidicas foram utilizadas fungdes de corte cilindricas, método que foi usado
devido ao fato de abancar todas as interagbes eletrostaticas entre pares no volume
estudado. As interacbes eletrostaticas com o cilindro sdo somadas diretamente e a parte
restante do sistema é tratada usando uma solugcdo analitica da equacado de Poisson. A
contribuicdo desta parte restante torna-se insignificante e € entdo desconsiderada. Este
método requer uma simetria cilindrica, o que o torna indesejavel para o estudo de bicamadas

com outras moléculas e também muito custoso computacionalmente.

Métodos alternativos incluem métodos como a soma de Ewald ou condigdes
estocasticas de contorno com métodos rapidos de expansdes de multipdlos. Este ultimo
método foi utilizado por Heller em 1993 para uma simulagdo contendo 200 moléculas de
POPC. Os métodos de lattice-sum como o da soma de Ewald apresentam uma desvantagem
por realgar artefatos utilizados nas condigdes periddicas de contorno, sendo que isto pode,

ou nao, ter uma grande importancia nos resultados finais (Tieleman, et al., 1996).

Para sistemas de lipidios com carga total neutra um critério simples de potencial de
corte (cut-off) para as interagbes eletrostaticas era, até pouco tempo, o método mais usado.

Os métodos cut-offs introduzem valores indesejaveis nas solugbes com ions, mas se o raio
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do corte € bastante grande (valores maiores que 1.8 nm), este método parece trabalhar bem

com as fosfatidilcolinas.

O método mais utilizado atualmente para o calculo eletrostatico € o PME (Patrticle
Mesh Ewald) que é derivado do método da soma de Ewald. Este método € utilizado para
computar a energia de interacdo, especialmente a energia eletrostatica, entre sistemas
periddicos, como cristais. A soma de Ewald é um caso especial, no espaco de Fourrier, da
soma de Poisson que é feita no espaco real. A maior vantagem desta aproximacgéo € que no
espaco de Fourrier a soma converge de forma mais rapida do que no espaco real para
interagcbes de longo alcance, como as interagdes eletrostaticas. Como a energia eletrostatica
€ constituida por interagées de curto e de longo alcance, os codigos de MD costumam
decompor o calculo eletrostatico em dois dominios. No primeiro, para interacbes de curto
alcance, o calculo é feito de forma direta pela equacdo de Coulomb. A partir de um
determinado raio o software utiliza o método de Ewald no espago de Fourrier, que

apresentara maior eficiéncia para o calculo eletrostatico de longo alcance.

Condigoes de contorno macroscopicas (a escolha do ensemble):

A maioria dos estudos de dindmica molecular de lipidios e sistemas de interesse
biolégico usam condi¢gdes de contorno a pressdo constante em um ensemble NpT ou a

volume constante num ensemble NVT.

O primeiro método permite que o sistema ajuste o tamanho da caixa de simulagao de
modo que o virial interno se ajuste a pressédo externa aplicada (Eslami, et al., 2008). Este
método tem grande vantagem, pois uma Unica aproximagado de tamanho inicial da caixa é
necessaria, pois o sistema encontrara o tamanho correto por si s6, baseando-se no campo

de forgas. Nos anos 90 Chiu et al. (1995) introduziu uma tensao de superficie na simulagao,
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com a suposicdo de que a tensao de superficie da membrana é duas vezes a da que
corresponde a monocamada lipidica. Esta suposicédo € questionavel ja que a tensédo da
monocamada consiste principalmente da tensdo de superficie da interface alcano/ar, mas
isto faz uma pequena diferenca na simulagcdo: ao invés de acoplamento isotropico de
pressao, um acoplamento anisotrépico, com diferentes componentes de presséao no plano da
bicamada e normal ao plano. Quando a interface € perpendicular ao eixo z, a tensdo de

superficie y pode ser calculada de:

y=- f v'(2) — pldz

Onde p'(z) é a pressdo lateral, p é a pressdo do bulk e a integral é definida nos limites da
camada. Com duas interfaces perpendiculares ao eixo z, como em nosso caso, a integral
pode ser estendida para o infinito, p'(z)= p, pois no bulk a tensdo de superficie pode ser

reduzida a:

1/xtp
r=-3(7n)t

Onde definimos a pressdo p, =P, (o = x,y,z) € L. como o comprimento da caixa na diregao

z. Estes resultados para uma pressdo de -100 bar nas diregdes x e y em uma caixa de

comprimento 5,6 nm (como a utilizada por Chiu em 1995) nos dédo ¥ =28 mN/m. Estes

valores sdo a metade dos obtidos por Chiu devido ao fato de no nosso caso termos duas
interfaces aguallipidio. Para uma caixa de aproximadamente 6,7nm, a mesma tensio de
superficie usada por Chiu nos da uma pressao de aproximadamente -80 bar nas dire¢des x e
y, a qual é a pressdo utilizada em todas as simulagbes que realizamos com membranas

DPPC no GROMACS no ensemble NyT.
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Apesar disto, ndo ha diferengas significativas entre os resultados das simulagées nos

ensembles NpT e NyT. O tamanho do sistema é aproximadamente 0 mesmo com ou sem

tensao de superficie. O ensemble NVT nos mostra muitos elementos preocupantes, apesar
de todo o cuidado na escolha das dimensdes da caixa. O sistema NVT apresenta um minimo
de densidade muito abaixo do centro da bicamada e uma distribuicdo diferente atras da

interface comparado com os ensembles NpT e NyT. Também as caudas lipidicas sao

consideravelmente menos ordenadas do que vemos nos experimentos.

Com isto podemos crer que NVT n&o é o ensemble apropriado para o estudo de
bicamadas em sistemas bioldgicos, pois sua fluidez torna impossivel ou pelo menos mais
dificil obter precisdo nos resultados dos calculos em sistemas com dimensdes tao grandes.
Entretanto é possivel obter bons resultados de uma simulagdo com pressao constante sem

ter que assumir a presenca de uma superficie de tenséo.

A pressao anisotrépica pode nos guiar a um rapido equilibrio do sistema, mas n&o ha
razdo para usar algum valor especifico para esta finalidade, e pressbes muito altas
conduziram ao resultado esperado mais rapidamente do que para valores justificaveis
fisicamente. O trabalho do Dr. Tieleman conclui que um acoplamento NyT se mostra
adequado para as simulacbes de membranas, entretanto com o avango dos ultimos anos

podemos concluir que nao existe a necessidade do uso de tais parametros, uma vez que a

escala de tempo acessivel nos dias de hoje &€ muito maior (Tieleman, et al., 1996).

3.2 - METODOS QUANTICOS NO TRATAMENTO DE ATOMOS E MOLECULAS:

Os métodos que utilizam mecanica classica apresentam resultados muito bons para a

maioria das questbes referentes aos sistemas de interesse bioldgico. Porém, quando
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precisamos entender como uma reag¢ao quimica ocorre, ou como a estrutura eletrbnica de
uma molécula é afetada na transicédo entre diferentes meios, como na interface entre agua e

membrana bioldgica, a mecancia quantica passa a ser necessaria.

Diversos métodos de mecanica quantica foram criados para tratar atomos e
moléculas, sendo que cada um deles apresenta limitagdes. Neste trabalho nds utilizamos
métodos semi-empiricos € DFT para estudar os farmacos e construir os campos de forcas
para os mesmos. Também utilizamos o método CPMD, uma aproximagé&o do método DFT
para o estudo da dindamica quantica de moléculas. Este método foi utilizado em conjunto com
a dinamica molecular classica em estudos de dinamica hibrida (QM/MM). A seguir seguem

descrigdes dos métodos utilizados.

3.2.1 — METODOS SEMI-EMPIRICOS:

Devido a dificuldade em aplicar métodos quéanticos em moléculas de médio e grande
porte, foram desenvolvidos muitos métodos semi-empiricos para tratar tais problemas, sendo

que os primeiros meéetodos s tratavam os elétrons © de moléculas conjugadas. O mais
célebre método semi-empirico de tratamento do elétron © € o método do Orbital Molecular de
Hickel (HMO), desenvolvido nos anos trinta. Aqui, a Hamiltoniana do elétron ©t é aproximada

para a forma mais simples:

ﬁn — Z‘Heff(i)
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onde H(i) incorpora os efeitos das repulsdes do elétron m de uma maneira muito

simplificada. Este método € bastante vago, e na realidade o método de Huckel ndo especifica

nenhuma forma explicita para H(i).

Embora a teoria de Huckel possa ser usada para predizer as faixas de longo
comprimento de onda de hidrocarbonetos aromaticos, seria absurdo tentar usar a teoria
HMO para predizer o espectro eletrdbnico completo de um hidrocarboneto aromatico. Por
exemplo, a teoria de Huckel negligencia repulsdes entre elétrons, ndo havendo nenhuma
separacgao entre termos de singleto e tripleto que surgem da mesma configuragao eletronica.
Experimentalmente sdo observadas separacbées de 1.0 eV ou até 2.0 eV entre tais

condigOes, ou seja, a diferenga de energia entre os estados singleto e tripleto.

Um método semi-empirico do elétron © que leva em conta a repulsdo entre elétrons e

que melhora o método de Hickel € o método Pariser-Parr-Pople (PPP), desenvolvido em
1953. Neste método a Hamiltoniana inclui repulsbes eletronicas, e a funcdo de onda do

elétron &t é escrita como um produto anti-simétrico de orbitais de spin destes elétrons.

Pople e alguns colegas desenvolveram ainda os métodos CNDO (Complet Neglect of
Differential Overlap), INDO (Intermediate Neglect of Differential Overlap) e NDDO (Neglect of
Diatomic Differential Overlap), com o objetivo de reproduzir os resultados obtidos com
métodos ab-initio de orbital molecular SCF, com uma teoria que requer muito menos tempo
de calculo no computador. A constante busca de Pople por métodos que fossem mais
facilmente aplicaveis e a construcdo de pacotes computacionais que levaram a

popularizacao destes métodos, deram a ele o Prémio Nobel de Quimica de 1998.

Porém os seus métodos usam aproximagdes grosseiras e podemos esperar que 0s
seus resultados por mais semelhantes que sejam nao serdo tao precisos e confiaveis como
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os ab-initio. Assim estes métodos fazem bem os calculos de geometria molecular, mas
falham no calculo de cargas e de minimizagédo das energias de ligagdo. Surgem ent&o varios
métodos semi-empiricos semelhantes ao INDO e NDDO, iniciados por Dewar e seus colegas
de trabalho, dentre eles o AM1 (Austin Model 1) e o PM3 (Parameterized Model 3), porém o
objetivo de Dewar n&o era o de reproduzir os valores obtidos com calculos ab initio SCF, e
sim de obter uma teoria que daria as energias que ligam as moléculas com uma precisédo

quimica dentro da margem de 1kcal/mol e que pudesse ser usado para moléculas.

O desafio, que a principio pareceria loucura, era desenvolver uma teoria de orbitais
moleculares (MO) que tivesse resultados proximos aos do método ab initio SCF de Hartree-
Fock e que ainda tivesse sucesso onde a teoria de Hartree-Fock falha, no desenvolvimento
de fungdes matematicas para descrever os orbitais. Porém, por escolha propria dos
parametros no método semi-empirico, a pessoa pode melhorar o resultado obtido com o ab-
initio SCF, porque a escolha de parametros satisfatérios compensaria a negligéncia de

correlagao do elétron na teoria SCF.

Estas teorias, do tipo de Dewar, analisam apenas os elétrons de valéncia, sendo que
em sua maioria, estas usam uma base de dados minima do tipo Slater, de valéncia s e p nos
orbitais atébmicos (com valores para os orbitais determinados por parametrizagdo) com a
finalidade de expandir o elétron de valéncia dos orbitais moleculares. As equag¢des de Fock-
Roothaan sao resolvidas para achar os orbitais moleculares SCF semi-empiricos. Ja nos
métodos ab-initio, as integrais dos elementos da matriz de Fock sdo avaliadas com bastante
precisdo para obter os termos de MO, porém esta ndo é a aproximagao usada na teoria de
Dewar. Teorias do tipo Dewar utilizam as integrais de repulsao eletronica (ERIs) de centro
unico como parametros, cujos valores sao escolhidos para ajustar o problema com os dados

experimentais, e entdo sdo calculadas as integrais de centro duplo, partindo das primeiras, e
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assim as distancias internucleares sao calculadas usando aproximacgdes envolvendo
parametros experimentais e calculos de minimizagdo de energia. As integrais restantes sao
avaliadas usando parametros aproximados que sao projetados para nao dar valores que
reproduzam os ab-initio com precisdo, mas sim que sejam consistentes com aproximagoes
quimicas usadas, que nas teorias de Dewar sdo parametrizadas para render bons valores

para entalpia de formacgéo na fase gasosa a 25°C.

Em 1985 Dewar e seus colegas publicaram uma versdo melhorada do MNDO
chamada AM1 (Austin Model 1, em homenagem a Universidade do Texas em Austin)
(Dewar, 1985). O AM1 foi parametrizado para os elementos quimicos: H, B, Al, C, Si Ge, Sn,
N, P, O, S, F, Cl, Br, I, Zn, e Hg, e a unica diferengca entre o0 MNDO e o AM1 esta na
expressao da energia pontencial para o carogo repulsivo central. Em seguida, em 1989,
Stewart reparametrizou o AM1 e criou entdo o método PM3 (Método Paramétrico 3, onde o 1
seria o MNDO e o 2 o AM1), (Stewart et al, 1991). O PM3 difere também muito pouco do
método AM1, as integrais de repulsdo eletrbnica de centro unico sdo levadas como
parametros a serem aperfeicoados (no AM1 estes valores foram obtidos experimentalmente
por espectrometria atdbmica), a fungdo para o carogo repulsivo contém apenas duas
gaussianas por atomo (Stewart, 1990). O PM3 foi ajustado para os atomos de H, C, Si, Ge,
Sn, Pb, N, P, As, Sb, Bi, O, S, Se, Te, F, Cl, Br, |, Al, Ga, In, Tl, Be, Mg, Zn, Cd, e Hg. Este
ajuste para apenas estes atomos deve-se ao fato de a parametrizacéo utilizando resultados
experimentais ter sido feita apenas para estes atomos, o que nao significa que este método
nao funcione para outros atomos. Porém para atomos mais pesados (com o numero atdmico
Z aproximadamente maior do que 30) os resultados comegcam a ficar fora de valores

aceitaveis, salvo algumas excecgoes.
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Na ultima década diversos novos métodos semi-empiricos baseados na teoria de
Dewar surgiram. Em sua maioria séo apenas reparametrizacées do método AM1 e que tem
alcagado bastante sucesso principalmente na predigdo de geometria molecular. Entre estes
métodos um dos que apresenta os melhores resultados é o RM1 (Recife Model 1),
desenvolvido na Universidade Federal de Pernambuco. Neste trabalho nés utilizamos os
meétodos semi-empiricos apenas como uma forma de agilizar os calculos quanticos ab-initio,
como uma forma de obter a molécula em uma geometria melhor, antes de aplicar métodos

mais robustos.

3.2.2 —METODO DO FUNCIONAL DA DENSIDADE:

A Teoria do Funcional Densidade (DFT) é a mais préspera e popular aproximagao da
mecanica quantica para o estudo de atomos e moléculas. Porém, apesar de ser um método
quantico ab-initio, ele n&o resolve os calculos através da funcdo de onda e sim através da
densidade de probabilidade eletrénica. Entretanto isto é feito tratando esta densidade de
probabilidade como se fosse a propria fungdo de onda, aplicando a ela os operadores da
mecéanica quantica (QM — quantum mechanics). Esta teoria € aplicada habitualmente para o
calculo, por exemplo, da energia de ligagdo de moléculas de interesse na bioquimica ou até
mesmo na fisica do estado sélido. Mas sua abrangéncia vai desde o campo da biologia e
mineralogia, até nos estudos de supercondutividade, efeitos relativisticos em elementos
pesados e em nucleos atémicos, estudo de liquidos classicos ou da propriedade magnéticas

de ligas, entre outros.

O desenvolvimento da teoria DFT foi bastante longo, sendo que diversos métodos

poderosos, como o de Hohenberg e Kohn, foram desenvolvidos para resolver problemas de
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muitos corpos. Na resolugdo da equagao de Schroedinger, anos de estudos foram
necessarios para um melhor entendimento de como agir na resolugéo destes problemas. Em
fisica, por exemplo, temos os diagramas da teoria de perturbacao (baseados em diagramas
de Feynman e fungbes de Green). Por outro lado, na quimica frequentemente usam-se
métodos de Interagdo da Configuracdo (Cl) baseados em expansdo sistematica em
determinantes de Slater. O problema com estes métodos € a grande exigéncia de recursos
computacionais que seria necessaria para trazermos estas equacdes ao estudo de
moléculas e sdlidos. E simplesmente impossivel aplica-los eficientemente em sistemas
grandes e complexos. Ninguém conseguira, pelo menos ndo com a atual capacidade
computacional, calcular propriedades quimicas de moléculas com mais de 100 atomos com o
meétodo Cl em sua forma completa, ou a estrutura eletrénica de um semicondutor real usando

nada mais que as fungdes de Green e os diagramas de Feynman.

Este € o ponto onde o DFT tornou-se uma alternativa viavel, talvez um pouco menos
preciso, mas muito mais versatil. A teoria do funcional da densidade utiliza sistemas

coulombinanos n&o relativisticos que diferem somente por seus potenciais ¥(r), e

ferramentas precisas para lidar com operadores universais de energia cinética e potencial (T

e U ). Além disso, a DFT consegue eliminar diversos termos, devido ao seu método de
calculos, trazendo um sistema complexo para o referencial de um unico atomo. Isto é feito
promovendo a densidade de particulas n(r) ou a densidade eletrénica po(r) de apenas um
entre muitos observaveis como uma variavel chave, na qual o calculo de todos os

observaveis pode ser baseado.

Esta aproximacéo forma a base da grande maioria de calculos de estrutura eletronica

em fisica e quimica. Muito do que nés sabemos sobre as propriedades elétricas, magnéticas
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e estruturais de materiais foi calculado usando DFT, e até que ponto a teoria do funcional
densidade contribuiu a ciéncia de moléculas pode ser visto pelo Prémio Nobel de Quimica de
1998 que foi dado a Walter Kohn, o pai do método DFT (Kohn, 1999), e John Pople, quem

implementou o DFT em quimica computacional (Pople, 1999).

Para entender melhor a DFT é necessario recordar alguns conceitos elementares de
mecanica quantica. Nesta teoria aprendemos que todas as informagdes que podemos ter de
um determinado sistema estdo contidas numa fun¢cdo de onda ¥ do sistema. Em sistemas
nao relativisticos, esta fungdo de onda é calculada da equacédo de Schroedinger, que para

um unico elétron movendo-se em um potencial v(r) € dada pela seguinte equagao:

hZ 2
[— v +V(r>]w<r>=s¢(r>

2m

Se ha mais de um elétron, a equagao de Schroedinger para muitos corpos torna-se:

N
h2v?
z <_ 2m + V(T')) + z U(ri’rj) lp(rl'rZ' '"er) = E',b(Tl, 1, ...,T'N)

i i<j

onde N é o numero de elétrons e U(r;,rj) € o potencial de interagéo elétron-elétron. Como na
equagao acima, na DFT os graus de liberdade nuclear somente aparecem na forma de um
potencial v(r) agindo nos elétrons (aproximagao de Born-Oppenheimer), de forma que a
funcdo de onda sé depende das coordenadas eletrénicas e de sua relagdo com o nucleo,
nao explicitanto os termos nucleares. Para um sistema coulombiano temos:

. q?
U=ZU(TUT})=Z—|T_ |
i

i< i<j
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(note que este ultimo operador demonstra somente a interagao do potencial coulombiano). O

operador do termo de energia cinética sera:

2m

~
Il
[\S]

Deve-se notar que estas expressdes sdo dadas para um sistema nao relativistico. Nosso
sistema € um atomo, uma molécula, ou um sélido que depende somente de v(r;)). Por

exemplo, para um atomo, o operador do potencial pode ser dado por:

Ze?
V= ZV(rl = |T Rl
l

onde Z é o numero atémico, e é carga do elétron e R é a posicdo do nucleo. Para uma

molécula ou um sélido temos:

onde, a soma em k nos da a soma em todos os atomos do sistema, com carga Zx e posi¢céao
Rk. Note que Rk € apenas um arranjo no espago, com suas correspondentes condi¢cdes de

contorno, que distinguem, fundamentalmente, uma molécula de um sélido.

A manipulagdo quéntica da equagao de Schroedinger (SE) pode ser resumida pela

seguinte sequéncia:

V(r) = yY(ry,1,,..,1Tw) —— observaveis
( )SE lp( 1,12 N) W)

Por exemplo, podemos especificar o sistema escolhendo ¥V(r) e tomando isto na

equacao de Schroedinger resolvemos esta para uma fungédo de onda ¥, entdo calculamos os
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valores esperados dos observaveis com esta funcdo de onda. Um entre os observaveis

calculados ¢ a densidade de particula:

n(r) = Nf ABryp(ry, 1y e, ) WL 1o, e, TN

Este observavel é a grande base dos métodos DFT, porém, para resolvermos a equagao de
Schroedinger, e chegarmos até a expressao para a densidade de particula, foi tragado um
caminho complexo num emaranhado de problemas de calculo que foram sendo resolvido aos

poucos durante o ultimo século.

O primeiro passo no desenvolvimento dos calculos DFT, para o estudo de sistemas de
muitos atomos, surgiu devido ao fato da func&o de onda eletrénica de uma molécula de n
elétrons depender de 3n coordenadas espaciais € n coordenadas de spin. De certo modo, a
funcdo de onda de uma molécula de muitos elétrons contém mais informagdes do que
necessitamos. Este foi o estopim para a busca por fungbes que envolvessem menos
variaveis do que a fungao de onda, possibilitando o uso dos calculos desenvolvidos para o

estudo das energias e outras propriedades atbmicas e moleculares.

Em 1964, Hohenberg e Kohn desenvolveram um teorema que segue um caminho um
pouco diferente, passando a tratar a densidade eletronica, e ndo a densidade de particulas
como vinha sendo tratado até entdo. Este teorema prova que para moléculas com um estado
fundamental ndo degenerado, a energia molecular do estado fundamental, a fungao de onda,
e todas as outra propriedades eletrébnicas sdo exclusivamente determinadas pelo estado
fundamental de uma densidade eletrénica de probabilidade po(x,y,z), uma fungcdo que possui
apenas trés variaveis (Wang, et.al. 1983). E fato que a energia eletronica do estado

fundamental E, € um funcional de py e pode ser escrita como E, = E,[po/, onde os colchetes
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denotam uma relagao funcional. A DFT, partindo do teorema de Hohenberg-Kohn, passa a
calcular a energia e outras propriedades moleculares no estado fundamental, a partir da

densidade eletrénica do estado fundamental py.

Mas o que € um funcional? Sabemos que a fungao f{x) € uma regra que associa um
numero, com cada valor da variavel x para a qual fungéo f esta definida. Entretanto, um

funcional F/f] € uma regra que associa um numero com a funcgéo f. Por exemplo, o funcional

Flf] = Tf*(x)f(x)dx, associa um numero, achado pela integracdo de | /| em todo o espago,

com cada fungéo f(x) quadraticamente integravel.

A aproximacao feita pela teoria do funcional densidade pode ser resumida da seguinte

forma:
n(r) =2y, .,my) =2 V(@)

Por exemplo, o conhecimento de n(r) insinua o conhecimento da fungéo de onda e logo do
potencial V(r), e consequentemente de todos os outros observaveis. Porém estes conceitos
dao uma idéia geral da DFT, mas nao especificam como a DFT trabalha exatamente. Para
um maior detalhamento do método vide referéncias: Parr et al, 1990; Koch et al, 2001;
Nalewajski et al, 1996; Anisimov et al, 1999; March et al, 1992, Laird et al, 1996; Joulbert et

al, 1998; Dobson et al, 1998; Eschrig, 1996; Gross et al, 1995.
A DFT nos dias de hoje:

Nos ultimos anos, os calculos baseados na DFT estdo ganhando uma popularidade
muito grande, e com isto foram surgindo incontaveis métodos de funcional da densidade. Na
verdade, diversos funcionais para aplicarem na DFT, sendo que o por nés utilizado para a

analise dos farmacos foi o funcional B3LYP (Becke-style3 — com correlacdo funcional de Lee-
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Yang—Parr), utilizando uma base de calculos gaussiana chamada 6-31G**. Em geral, os
funcionais constroem o funcional da densidade, a partir da funcdo de onda, via funcdes de
Green. A aproximagao para muitos corpos (no caso de aminoacidos, por exemplo) é feita
com o teorema de Hohenberg-Kohn, que é conhecido como o coragao dos funcionais da DFT

moderna.

O método funcional que utilizamos neste trabalho, o B3LYP, € um método funcional
hibrido. Os métodos hibridos definem o funcional de troca como uma combinacgao linear de
aplicagbes de métodos Hartree-Fock local, e gradientes de corregdo sdo empregados para
os termos de correlagao. Os métodos hibridos mais empregados atualmente utilizam trés
parametros funcionais de Becke, o que é o caso do B3LYP. O funcional hibrido Beck-style
provou ser muito superior aos funcionais tradicionais, e isto foi comprovado através da
comparagdo com diversos experimentos simples, onde o método B3LYP simulou com
precisao os resultados obtidos. Para um estudo mais aprofundado do B3LYP, introduzimos
aqui um pouco sobre os métodos hibridos, comegcando um pouco antes do surgimento
destes funcionais, com o estudo da aproximagao de densidade local (LDA) e da aproximagao

da densidade local de spin (LSDA).

Na LDA, Hohenberg e Kohn mostraram que se p varia muito lentamente com a

posicéo, entdo a energia € exatamente determinada por:

Ex2Apl = f p(r)exc(p)dr

onde a integral € calculada em todo o espaco, com dr representando dx, dy € dz, e &.(p) é a

energia de correlagdo por elétron em um gas de elétrons homogéneo de densidade p.
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No LDSA, temos melhores resultados do que os obtidos com o LDA para os estudos
de moléculas de camada aberta ou de geometrias moleculares proximas a dissociagao.
Considerando que no LDA, elétrons com spins opostos emparelhados entre si ttm o mesmo
orbital espacial KS (orbital de Kohn e Sham), o LSDA pode ser considerado um analogo ao
método UHF (Unrestricted Hartree-Fock) (Levine, 2003), que permite diferentes orbitais
espaciais de Hartree-Fock para elétrons com spins diferentes. Os teoremas de Hohenberg,
Kohn e Sham nao requerem o uso de diferentes orbitais para elétrons com spins diferentes, a
menos que um campo magnético externo esteja presente. Se o funcional E,./p] fosse
exatamente conhecido, ndo haveria porque resolver o problema desta maneira, porém com
um funcional E,. aproximado, como o utilizado nos calculos KS DFT, é vantajoso permitir que
elétrons de diferentes orbitais possam ter spins diferentes, a fim de que haja uma melhora
nas propriedades calculadas em moléculas de camada aberta ou com geometrias préximas

da dissociacao.

O LDA e o LSDA estao baseados no modelo de gas de elétrons uniforme, que é

apropriado para um sistema onde p varia lentamente com a posi¢cdo. O integrando na
expressao do LDA para E,.. € uma funcdo que depende apenas de p e na LSDA é uma
fungdo de p “ e p”. Funcionais que vdo além da precisdo do LSDA para corrigir este

funcional quanto a variagdo da densidade de elétrons com a posi¢gao foram criados. Estes

funcionais fazem isto incluindo os gradientes de p*e p’ no integrando, da seguinte maneira:

B8416% 0] = [ £ (9. 0P (), 907, 90 ()

onde f'é alguma fungao das densidades de spin e seus gradientes. O indice GGA representa

a aproximagao de gradiente generalizado. O termo funcional de gradiente de corregao é
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entdo empregado para denominar este método. O termo da energia de troca e correlagao Ey.

€ normalmente separado em dois termos:
GGA _ r;GGA GGA
Eyi? = Ex"* + E¢

Onde séo desenvolvidas aproximagdes de trocas de gradientes de correcao e correlagbes
funcionais de energias. Para isto sdo empregadas consideragdes tedricas, como o conhecido
comportamento dos verdadeiros funcionais Ex e E; em varias situagdes. Estes funcionais sao
usados como um guia, em muitos casos com uma dose de empirismo, 0 que gera algumas
criticas com relacéo a teoria DFT (alguns pesquisadores nao aceitam a idéia de que a DFT

seja uma teoria ab-initio).

Alguns funcionais de troca E, de gradiente de corregdo comumente usados sdo, o
funcional de Perdew e Wang de 1986, que ndo contém nenhum parametro empirico,
denominados de PW86, também o funcional de Becke de 1988, chamado de B88, Becke 88,
ou simplemente B e o funcional de troca PWx91 de Perdew e Wang, desenvolvido em 1991.
A forma explicita do funcional de troca B88 é dada pela equagdo a seguir, onde » € um
parametro empirico que possui um valor igual a 0.0042 unidades atébmicas, parametro este
determinado pelo conhecido ajuste grafico das energias de troca de Hartree-Fock para

diversos atomos.

4
gy Y [ @0
1+ 6by, sinh~1 y,
o=a,f

onde:
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sinh™lx = In [x + (x?% + 1)1/2]

peon =3 (2)1/ [ + (o) "] ar

E importante salientar que os funcionais PWx86, que ndo apresentam parametros empiricos,

e os B88 trabalham igualmente bem, predizendo propriedades moleculares.

Um fator importante € que qualquer funcional de troca pode ser combinado com
qualquer correlacado funcional. Por exemplo, a notagdo BLYP/6-31G* denota o calculo feito
com o funcional Becke 1988, com as correlagdes funcionais de Lee-Yang-Parr e com os
orbitais de KS se expandindo em uma base de fungdes gaussianas 6-31G*. Estes funcionais
hibridos sdo, hoje em dia, extensamente usados. Um funcional do tipo hibrido mistura a

equacgao geral para E,:

By = 12

n n
i=1j=1

s wer @)

015 (101 (2)

com as equacgdes para os gradientes de corregéo E, e E.. Por exemplo, o popular funcional

hibrido B3LYP, onde o numero 3 indica trés parametros funcionais de Becke, é definido por:
EB3LYP = (1 — ay — a, )EESPA + agES¥% + ayEE®® + (1 — a )EYWN + acEEYF

onde E,““" é dado pela equagao geral para E, descrita acima, e onde os parametros ay, a, €
a. foram escolhidos por ajuste de graficos criados com dados experimentais de energias
moleculares. Um maior detalhamento sobre estes métodos € apresentado no artigo de Becke

de 1997 e também no livro de Quimica Quantica de Levine de 2003.

A escolha da base:
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Muitos métodos de mecanica quantica molecular comeg¢am o calculo com a escolha

das func¢des de base y,, que serdo utilizadas na descrigdo dos orbitais moleculares (Levine,

2003; Foresman, 1998). Uso de bases adequadas € um requerimento essencial para o
sucesso dos calculos. Os calculos mais rapidos de integrais moleculares utilizam fungdes do
tipo gaussianas (GTFs) para os orbitais atdbmicos na fungédo de onda. A fungao que utilizamos
nos calculos foi a 6-31G**, também conhecida como 6-31G(d,p), que apresenta bons
resultados desde o elemento quimico Hidrogénio (H) até o Zinco (Zn). Este modelo
compreende uma base de fungdes polarizadas com seis integrais gaussianas em
coordenadas cartesianas do orbital d (exceto para o Li e o Ca que sao do orbital f, e parao H
e He que sado do orbital p). Os expoentes dos orbitais nestas polarizagbes sado fungdes
otimizadas a partir de valores calculados para pequenas moléculas com propriedades muito

conhecidas, como a agua, por exemplo.

3.2.3 — CAR-PARRINELLO MOLECULAR DYNAMICS (CPMD):

A dindmica molecular de Carr-Parrinello € um método de dindmica molecular quantica
ab-initio que usa pseudopotenciais e fucbes de base que sdo ondas planas. Baseado no
método DFT, este método foi proposto por Roberto Car e Michele Parrinello em 1985 e tem
sido muito utilizado para o calculo de propriedades quimicas de materiais e de sistemas
biolégicos. A teoria proposta por Car e Parrinello introduz explicitamente os graus de

liberdade eletrénicos como variaveis dindmicas na Lagrangeana que descreve o sistema:

nucleo orbitais

1 . )
r=3 Z MG+ [ arliser.of |- Elwd, w1
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onde a fungao de onda y obedece a condi¢cado de ortogonalidade:

fdr Y, OY;(r,t) = §;

Isto leva a uma equagdo de movimento que descreve tanto os ions (nucleos) como os
elétrons. Este modelo é diferente do modelo da dinamica molecular de Born-Oppenheimer,
onde os graus de liberdade dos nucleos sé&o propagados usando forgas iGnicas que séo
calculadas em cada interacdo através da solugdo do problema eletrbnico com métodos

convencionais de diagonalizagdo da matriz densidade.

A principal diferengca entre estes métodos durante o calculo € que a minimizacao
explicita da funcdo que descreve a camada eletrénica que é feita a cada passo na MD de
Born-Oppenheimer nao € necessaria na CPMD. Neste método, apdés uma minimizagéo inicial
da fucdo dos elétrons, uma dindmica ficticia dos elétrons os mantém em seu estado
fundamental correspondente a cada nova configuragdo dos nucleos durante a dinamica,

garantindo um acurado valor para as forgas ibnicas.

3.2.4 — METODOS HiBRIDOS DE DINAMICA MOLECULAR (QM/MM):

Os métodos de dindmica puramente quantica, como o método CPMD ou o B3LYP sé&o
muito poderosos, porém muito caros computacionalmente. Por outro lado os métodos de
mecanica molecular (métodos classicos) sdo bastante rapidos, entretanto apresentam uma
série de limitagbes, como descritas anteriormente neste trabalho. Para tentar resolver este
problema foram criados os métodos hibridos de mecéanica quantica (QM) e mecanica
classica (MM). A QM resolve a parte onde precisamos de maiores detalhes e a parte classica
ficaria responsavel pelo restante do sistema. A maior vantagem dos métodos hibridos seria a

Rafael C. Bernardi 75



sua velocidade aliada a uma boa qualidade, além é claro de ampliar a gama de estudos

possiveis, por exemplo, permitindo o estudo de reagdes quimicas.

A combinacdo que utilizamos neste trabalho envolve o software GROMACS, utilizado
para dinamica molecular classica, e o CPMD, software desenvolvido para dindmica molecular
quantica no qual podemos utilizar o método de Car-Parrinello ou de Born-Oppenheimer.
Nesta combinacdo, o GROMACS controla todo o processo da dindmica, apenas utilizando o
CPMD para calcular a energia potencial da regido a ser tratada com método quantico. Com
esta energia o GROMACS calcula a nova posigao de todos os atomos do sistema e os

desloca para entdo seguir a um novo passo onde ira calcular novamente as energias.

3.3 — PROTOCOLOS E PARAMETROS PARA OS CALCULOS DE DINAMICA MOLECULAR:

Devido a enorme quantidade de calculos de modelagem e dindmica molecular que
foram necessarios para a realizagdo deste trabalho, ndo apresentaremos os arquivos com
toda a lista de parametros utilizados para todos os calculos. Os parametros principais, bem
como as principais alteragdes, sédo discutidos no decorrer da apresentacdo dos resultados no
préximo capitulo. Um exemplo de arquivo de parametros do GROMACS e um do NAMD séo

apresentados em anexo no final deste trabalho (Anexo 7.13).
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4 — RESULTADOS E DISCUSSOES:

Neste trabalho abordamos diversas formas de estudar o efeito anestésico através de
meétodos computacionais de modelagem molecular. Nos préximos capitulos discutiremos
estes calculos de forma separada a fim de facilitar a compreensido de cada uma das

abordagens.

4.1 — PARAMETRIZAGAO DOS CAMPOS DE FORCAS E ESTUDOS COM ANESTESICOS LOCAIS EM

SOLVENTE AQUOSO:

Cada vez mais frequentes na literatura, estudos de farmacos em interagdo com
sistemas aquosos ou interfaces bioldgicas tém sido aplicados nas mais vastas areas, desde
o estudo de possiveis tratamentos para as mais diversas patologias, até mesmo na criagao
de armas quimicas. A interacao entre anestésicos locais (LA — do inglés: Local Anesthetics) e
sistemas-modelo de membrana é uma destas areas de interesse. Aplicacdes destes modelos
podem ser feitas em estudos de toxicologia, na criacdo de novos farmacos e até mesmo em
testes de comportamento do farmaco em escala atdbmico-molecular. Neste capitulo,
propomos um estudo da interagdo de LA com diferentes meios, tendo como objetivo
compreender o comportamento destas pequenas moléculas proximas da membrana celular.
Para tal faremos analises de trés anestésicos: Procaina (PRC), Tetracaina (TTC) e Lidocaina
(LDC), escolhidos devido a algumas peculiaridades de cada um que serdo discutidas
adiante. Este trabalho foi dividido em duas partes que foram publicadas no International

Journal of Quantum Chemistry em 2006 e 2007 (anexo 7.1 e 7.2).

Os LAs bloqueiam reversivelmente a conducdo do impulso nervoso, entre eles,
aqueles envolvidos com estimulos nociceptivos. Esta atuagdo paralisa as terminagdes

nervosas sensitivas periféricas, ou ainda a transmissdo da sensibilidade a dor entre
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terminagdes (nociceptores) e o encéfalo. Para tal, estes pequenos farmacos (Figura 20)
apresentam-se geralmente em duas formas: uma neutra e outra catiénica. A forma catidnica
da molécula € devida a inser¢cao de um Hidrogénio no grupo amino. Isto ocorre devido ao
fato do pKa dos LAs geralmente variar entorno de 7,5 e 9,0. Logo, em meio fisioldgico, onde
o pH é aproximadamente neutro, teremos tanto moléculas neutras como carregadas, estando

estas ultimas geralmente em maior proporcao.

Tetracaina
HO8 /H04
iiis CO7=e CO3 014 H55
N\ [/ N\ / 0
s _Mz—cil (;‘,oz—cm\ i
2 c22 p
Trezs TTead \ ,/ o15— 1%~c17” -
C0g===C05
H10 HO8
Procaina
HOB\ HO4
H13 CO7 == cQs 015 H24
\ }_" \ // CQD_--CEQ
/NIZ—C” CO?—CU’l\ Nig
N 7 c17
Hi4 1 o16—C""~c1s”” C21—c23
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Lidocaina
co8
HO4 H22
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| c1e—
C03==C07 s
3 3 N17
/ \ ci4 =
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Figura 20: Férmula quimica dos anestésicos locais: Tetracaina (TTC), Procaina (PRC) e
Lidocaina (LDC).
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Para complementar a andlise experimental e os dados de simulagcdo disponiveis na
literatura, executamos simulagdes computacionais para caracterizar a interagdo desses farmacos
com biomembranas. Para tal, o estudo comegou com a obtencdo de dados estruturais das
moléculas de LA, como carga liquida de cada atomo e geometria das moléculas de TTC,
PRC e LDC, de modo a podermos parametrizar os campos de forcas classicos para estes
farmacos. Estes campos de forgas ja estdo contidos em softwares de Dinédmica Molecular
(MD - Molecular Dynamics), como o GROMACS (Groningen Machine for Chemical

Simulations) (Lindanhl, et al., 2001), que utilizamos neste trabalho.

Os dados de geometria e carga da molécula foram calculados utilizando trés métodos
de forma consecutiva, para aliviar o tempo de calculo dos computadores. O primeiro método
utilizado, e menos preciso foi o0 método classico de mecéanica molecular (MM — molecular
mechanics), que nos da valores de geometria que sao usados como dados de entrada num
calculo mais complexo que foi realizado em seguida: o semi-empirico PM3 (Parameterized
Model 3). O calculo da geometria através deste método ja nos apresenta valores proximos
aos experimentais para pequenas moléculas organicas como a nossa. Porém, como
precisamos de valores mais confiaveis, utilizamos a geometria fornecida pelo método PM3
como entrada para o calculo B3LYP (Becke 3 — parameter: Lee — Yang — Parr), com a base

6-31G** (Becke, 1993; Becke, 1988).

O método quéantico B3LYP é baseado na teoria do funcional da densidade DFT
(Density Functional Theory), uma das mais poderosas ferramentas de calculo de
propriedades atdbmicas e moleculares. Os resultados obtidos com estes calculos nos
fornecem valores razoaveis para a geometria da molécula e para a carga de cada atomo,

além é claro de muitas outras propriedades fisico-quimicas que se queiram calcular. Entao,
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com os valores de carga atdbmica e geometria, parametrizamos o campo de forgas

GROMOS, possibilitando as analises da dindmica classica destas moléculas.

O estudo de dinamica molecular aplicado a farmacos € um problema que deve ser
tratado de forma diferente da maioria dos demais estudos de MD. Ao trabalharmos com
estas moléculas temos que tomar cuidado com o fato de que farmacos geralmente
apresentarem algumas peculiaridades, como grande flexibilidade estrutural, superficies
eletrostaticas com alta polaridade ou mesmo com polaridade que varia muito de acordo com
0 meio, que podem incluir grupos aromaticos. Outro problema é que softwares livres para
MD, como o GROMACS ou NAMD, sao parametrizados para o estudo de macromoléculas
biolégicas, como proteinas e DNA, ndo trazendo em seu banco de dados os parametros

necessarios para descrever estruturas diversificadas como farmacos.

Com este problema inicial, ao invés de nos dedicarmos a analise direta da MD,
tivemos de estabelecer e aplicar protocolos para obtengdo de parametros para o campo de
forgcas as nossas necessidades. O que deviamos obter, para uma analise razoavel, seriam
pelo menos os valores das cargas de cada um dos atomos, além da geometria da molécula
com o maximo de precisao. Isto ja bastaria para a parametrizacdo de um campo de forgas do
tipo do GROMOS que utilizamos em nossos estudos iniciais. O ideal seria ainda calcularmos
os potenciais harménicos de vibragdo da molécula, ou seja, as constantes de Hooke para a
interacdo entre cada um dos atomos, em todos os possiveis movimentos vibracionais da
molécula. Mas um calculo preciso destes exigiria um tempo de calculo proibitivo para a nossa
realidade. Entao, entre baixar a precisdo do calculo dos potenciais harmonicos de vibragao, o
que ainda levaria muito tempo, e utilizar os valores ja parametrizados do GROMACS para
aminoacidos, optamos pela segunda opg¢ao, ja que a estrutura de alguns aminoacidos

apresenta grupos semelhantes ao de um LA.

Rafael C. Bernardi 80



Como discutimos, obter estes pardmetros envolve uma seqiéncia de calculos um
tanto exaustiva. Métodos complexos como o DFT, se aplicados a moléculas com uma
geometria muito distante da ideal, podem levar a tempos de calculo proibitivos. O que se faz
entdo é tentar obter pardmetros mais adequados para usar como inicio nos calculos DFT,
usando, por exemplo, métodos semi-empiricos ou mesmo minimizagdes com potenciais
classicos. Para os LAs, partimos da suas formulas quimicas e utilizando um software que nos
permitia a construcdo de uma estrutura tridimensional, obtivemos uma primeira aproximacao
da geometria de cada um destes farmacos (Figura 21). O mesmo software faz a minimizagao
da energia potencial das moléculas através de diversos métodos. Entdo, utilizando o método

classico MM fizemos uma otimizag&o para a geometria dos LAs.

O Ghemical, utilizado para esta primeira parte dos calculos, nos fornece um arquivo
de saida com aproximacgdes para a geometria dos farmacos em coordenadas cartesianas € a
partir destas podemos construir inputs para softwares que realizam operagbes mais
complexas. A partir destes dados, calculamos novamente a geometria dos LAs utilizando
para isto o pacote Gaussian 2003, que consiste em uma das mais poderosas ferramentas de
calculo quantico. Este software, além de apresentar bastante credibilidade em seus
resultados, é de facil operacao e apresenta saidas de dados bastante detalhadas e por isso

foi por nés escolhido como a melhor opgao para o problema que estavamos tratando.

Apos a otimizagdo de geometria pelo método semi-empirico PM3 com o programa
Gaussian 2003, otimizamos a estrutura com o funcional B3LYP e a base 6-31G**. Notamos
que o B3LYP convergiu de forma direta para o minimo, isto ocorre principalmente devido as

minimizagdes que prévias.
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Figura 21: Captura da tela do software livre Ghemical, utilizado para construir o input dos
anestésicos locais e também para realizar os calculos utilizando a teoria de modelagem

molecular classica. Na imagem vemos a tetracaina em sua forma neutra.

Analisando os valores das cargas calculados no calculo DFT com o método chelpG
(Breneman, et al., 1990), vemos que ocorreram apenas pequenas mudancgas quando ha
protonacao dos LAs (Tabela 1). A unica alteracéo relevante ocorre na variagéo da carga do
atomo de nitrogénio do grupo amina, que é alterada de aproximadamente -0.5¢ na forma
neutra para um valor levemente positivo na molécula protonada. No restante da molécula as
cargas sao redistriuidas pelos atomos, porém com pequenas variagdes, para resultar na
carga total zero ou um, conforme o caso. Uma variagdo um pouco maior na carga também
pode ser notada nos carbonos que sédo primeiros vizinhos do atomo de nitrogénio da amina.
Uma analise importante a ser feita € quanto aos deslocamentos das cargas atémicas. Outro
grande deslocamento de cargas que vemos esta no nitrogénio do centro lipofilico, que tem
uma grande carga negativa em todos os LA, tanto carregados como neutros. O
deslocamento de cargas através do anel aromatico da TTC é observado neste caso, a forte
polarizagdo observada na carbonila provavelmente expulsa elétrons para o nitrogénio do
outro lado do anel aromatico. Na lidocaina a carga parcial obtida pelo atomo de nitrogénio ja

nao é tao expressiva.
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Tabela 1: Cargas parciais obtidas pelo método chelpG. Os valores das cargas dos grupos CH,

foram agrupados sobre o Carbono. A nomenclatura dos atomos é a mesma da Figura 20.

Lidocaina Procaina Tetracaina

Atomo Neutro Carregado | Atomo Neutro Carregado | Atomo Neutro Carregado
Cco1 -0.05369 -0.01633 | C01 0.61308 0.62726 | CO1 0.70798 0.65843
HO02 0.09310 0.10836 | C02 -0.12325 -0.18465 | C02 -0.20597 -0.20534
Cco3 -0.19779 -0.20442 | C03 -0.03140 0.01172 | C03 0.02076 0.01830
HO04 0.11432 0.13431 | HO4 0.08729 0.10250 | HO4 0.08706 0.09935
Co05 -0.24713 -0.22260 | C05 -0.02817 -0.00240 | C05 0.01118 -0.02105
HO06 0.12660 0.13561 | HO6 0.08954 0.10098 | HO6 0.07277 0.08243
Cco7 0.09496 0.10246 | CO7 -0.26354 -0.32003 | C07 -0.32759 -0.31150
Cco8 0.01305 0.03003 | HO8 0.13121 0.14862 | HO8 0.13001 0.14134
Cco9 0.11980 0.14153 | C09 -0.27351 -0.31234 | C09 -0.27783 -0.25057
Cc10 -0.00671 -0.00295 | H10 0.13052 0.14785 | H10 0.11608 0.11994
C11 0.08880 0.03614 | C11 0.41852 0.60134 | C11 0.46540 0.45804
N12 -0.52452 -0.44375 | N12 -0.80944 -0.96888 | N12 -0.68330 -0.62812
C13 0.27920 0.32197 | H13 0.34805 0.43570 | H13 0.32500 0.32542
C14 0.63810 0.61246 | H14 0.34948 0.43487 | O14 -0.53851 -0.52671
015 -0.49268 -0.49500 | 015 -0.48758 -0.54590 | 015 -0.47951 -0.42920
C16 0.07473 -0.04148 | 016 -0.43826 -0.38714 | C16 0.30522 0.31663
N17 -0.55193 0.11573 | C17 0.27982 0.31092 | C17 0.20775 0.13781
Cc18 0.31021 0.21290 | C18 0.19912 0.07557 | N18 -0.46019 0.03401
Cc19 0.24307 0.33390 | N19 -0.58265 0.01993 | C19 0.12843 0.19885
C20 -0.07431 -0.00114 | C20 0.26993 0.14408 | C20 0.12843 0.20681
Cc21 -0.04718 0.02100 | C21 0.25549 0.18299 | C21 0.25615 0.25163
H22 0.12127 | C22 -0.05620 0.04460 | C22 -0.01882 0.00228
Cc23 -0.07805 0.03387 | C23 0.06705 0.05802

H24 0.29854 | C24 -0.03748 -0.01955

H25 0.28275

A andlise da geometria nos leva primeiramente a um estudo de um principio basico, o
anel aromatico junto com seus atomos de hidrogénio e primeiros vizinhos deve ser plano, e
isto pode ser verificado em todos os LAs calculados. Outra analise importante € quanto ao
diedro do tipo piramidal formado no nitrogénio do centro hidrofilico, este diedro deve ter um
angulo de aproximadamente 35° seguindo o padrdo adotado para este tipo de estrutura,
sendo que o valor obtido no calculo da estrutura da TTC protonada, por exemplo, foi de
33.193°. Esta propriedade, de angulos diedrais, € uma das poucas diferengas notaveis na
geometria entre o método semi-empirico e o DFT. No semi-empirico, a planaridade dos anéis

forga a estrutura tridimensional do grupo amina de maneira bastante irregular.
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Algumas distancias de ligagdes quimicas também diferem de uma molécula para a
outra, principalmente na regido do atomo de hidrogénio que ioniza os LAs. As ligagdes entre
os atomos de carbono e o de nitrogénio da amina sdo maiores na molécula protonada em
relacdo a molécula neutra. Todas estas transformagcbes da geometria sdo devido as
transferéncias de cargas, que ocorrem quando protonamos a molécula. O deslocamento das
cargas provoca algumas ressonancias nas ligagdes atdbmicas, provocando um disturbio em

sua configuragdo geométrica neutra.

Calculos de Dinamica Molecular:

Iniciando os calculos de MD construimos a topologia dos LA, que consiste na
construgao de um arquivo onde escrevemos todas as ligagdes diretas entre atomos vizinhos,
todos os angulos entre trés atomos, a carga de cada atomo, os possiveis diedros proprios e
improprios, colocando para cada um sua devida constante. Também €& necessario escolher
os parametros de van der Waals a serem utilizados, porém uma extensa biblioteca de

valores ja esta disponivel na maioria dos campos de forgas.

Com a topologia escrita, criamos uma caixa d’agua cubica, em condi¢des periddicas
de contorno, utilizando o modelo padréo ja existente nas bibliotecas do GROMACS. No
centro da caixa foi fixada uma molécula de LA, cercada de aproximadamente 3000 moléculas
de agua que seguiam o modelo SPC, como na Figura 22. Foram empregados os raios de
corte de 14.0 nm para o tratamento eletrostatico e de Lennard-Jones. Realizando entdo uma
dindmica curta de teste, a temperatura de 300k, reparamos que a geometria média na
dindmica se manteve aproximadamente estavel, ndo diferindo significantemente do modelo

montado na entrada com a topologia.
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Figura 22: llustracdo do anestésico local benzocaina em uma caixa d'dgua usada nas

simulagées por dindmica molecular.

Realizando entdo a dindmica na agua por um tempo de 5.0 ns, obtivemos dados para
uma analise da fungéo de distribuic&do radial (RDF), também conhecida como funcéo g(r), dos
LAs em relagdo as moléculas de agua, para verificar as capas de hidratagdo dos diferente
sgrupos quimicos dos anestésicos. Inicialmente construimos as RDF para cada uma dos
atomos de cada uma das trés moléculas de LA em relagdo as moléculas de agua, porém
vimos que apenas algumas das regides dos anestésicos eram para nds de real interesse.
Para definirmos o que era ou ndo de nosso interesse, tomamos por base principalmente as

diferencas entre a forma protonada e neutra.

Ao analisarmos a g(r) para o atomo de hidrogénio que protona a amina (Figura 20),
vemos que € nitida a presencga de capas de hidratagdo ao seu redor Figura 23. Nota-se que
os anestésicos do grupo amino-éster (PRC e TTC) apresentam uma funcao de distribuicdo
similar com um primeiro pico a uma distancia de aproximadamente 0.19 nm, sugerindo entao

a formacao de ligagdes de hidrogénio entre estes atomos de hidrogénio e de oxigénio das
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moléculas de agua. Na TTC também notamos que a segunda e a terceira camada de
hidratacao estao localizadas um pouco mais préximas do que nos demais LAs o que pode

representar uma regido mais atrativa, provavelmente porque a TTC é uma dimetilamina

enquanto os demais LAs estudados sao dietilaminas.
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Figura 23: Grafico da RDF do atomo de hidrogénio que protona os LAs (TTC em preto, PRC em
vermelho e LDC em verde) em relagdo a atomos de oxigénio da agua. Em primeiro plano uma

visdo ampliada da regiao da primeira capa de hidratagcdo e no detalhe uma visao geral da

fungao g(r).

Para a LDC, uma amino-amida, o primeiro pico representa uma capa muito menos
intensa e localizada a uma distancia maior do que nos demais LAs, demonstrando entdo um
leve carater hidrofobico nesta regido. Nesta molécula, a curta distancia entre o grupamento
amina e o oxigénio da carboxila, provavelmente acaba deixando o atomo de hidrogénio
pouco carregado, reduzindo entao a sua atragao ao atomo de oxigénio da agua.
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Figura 24: Grafico da RDF do atomo de oxigénio da carbonila em relagdao aos de hidrogénio

das moléculas d’agua. Em vermelho temos as moléculas protonadas e em preto as neutras.

A RDF para o oxigénio da carboxila (atomo 14 para TTC, 15 para PRC e LDC de
acordo com a Figura 20) é dependente do estado de carga destes LAs. Na forma neutra os
amino-ésters apresentam um carater hidrofilico o que é visto por um pico muito forte entorno
de 0.175 nm (Figura 24). O primeiro pico para a LDC (amino-amida) esta localizado a
aproximadamente a mesma distancia, porém com uma intensidade significativamente menor
que o valor observado nos demais anestésicos. Isto também deve estar relacionado a
proximidade entre esta por¢cao da molécula e o terminal amina, além de que na LDC existe
um nitrogénio entre a carbonila e o anel aromatico, o que pode provocar um pequeno
deslocamento de cargas na regido, reduzindo a atragdo entre o atomo de oxigénio do LA e

as moléculas de agua.
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Ao protonarmos os LAs, vemos que a TTC e a LDC tornam-se mais hidrofilicas, porém
na PRC o efeito é contrario, e a molécula torna-se um pouco menos hidrofilica. Isto deve
ocorrer, pois aparentemente uma ponte de hidrogénio intramolecular pode surgir aqui,
fazendo com que o atomo de oxigénio fique parte do tempo “ligado” ao de hidrogénio que
ioniza o terminal amina. Entretanto, isto € uma especulagdo uma vez que este é o tipo de
reacdo que somente podemos simular em um calculo que considere os elétrons

independentes, como um calculo quantico.

Estes resultados demonstram um carater ndo homogéneo dos anestésicos locais com
relagcao a afinidade a agua. Cada um dos anestésicos tende a se comportar de uma maneira
um pouco diferente. Estas analises sdo muito relevantes para o estudo de anestésicos locais
em membranas lipidicas uma vez que as regides hidrofébicas séo lipofilicas e assim toda

esta porcéo dos LAs tende a penetrar na membrana.

Podemos supor a partir destas simulagées que devido a aparente afinidade pela agua
do atomo de hidrogénio que ioniza a amina e aos proprios terminais CHs, que a forma
protonada da TTC deve ser a que tera maior dificuldade para permear a membrana, seguida
pela PRC e pela LDC. Sabemos também, a partir de resultados experimentais, que a LDC
tem um efeito mais fraco e mais rapido, seguida pela PRC e pela TTC, que € a com maior
poder anestésico entre os LAs aqui estudados. Aparentemente a forma neutra destas
moléculas é capaz de penetrar a membrana, e como & muito hidrofébica a LDC deve ser
também bastante lipossoluvel o que poderia atribuir-lhe um efeito mais curto do que as
demais. Porém ainda é cedo para especular algo mais do que isso. Alguns detalhes a mais
sdo apresentados em anexo nos artigos que publicamos que se referem ao estudo de

anestésicos locais em solvente aquoso.
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4.2 — INTERAGAO ENTRE ANESTESICOS LOCAIS E MEMBRANAS BIOLOGICAS:

Estudar os anestésicos locais em uma caixa com agua ajuda muito na analise do
problema em questdo, porém n&o podemos esperar resultados conclusivos por estes
sistemas, uma vez que a agdo anestésica envolve a participacdo direta ou indireta de
biomembranas. Sendo assim, seguimos a uma etapa mais complexa, passando da
simulagao de uma molécula em um solvente explicito homogéneo para a dindmica da mesma
em um sistema heterogéneo envolvendo agua e lipideos de dipalmitoil-fosfatidil-colina

(DPPC), como o sistema da Figura 25.

Alguns experimentos nos permitem compreender um pouco melhor as propriedades
macroscopicas dos LAs, porém o conhecimento de como se da a interagdo das moléculas
anestésicas com membranas fosfolipidicas € algo ainda ndo compreendido. Este € um
problema que néo pode ser totalmente resolvido experimentalmente, pelo menos ndo com as

técnicas conhecidas hoje (Fraceto, et al., 2006).

Criar o modelo para a membrana é uma tarefa muito complexa, uma vez que séo
diversas propriedades observaveis que devem ser ajustadas. No nosso trabalho utilizamos
uma membrana ja construida pelo grupo do prof. Dr. Peter Tielleman da Universidade de
Calgary, Canada. O modelo ja estava razoavelmente estavel e com a membrana bem
solvatada em agua, deixando basicamente o problema da interagdo anestésico-membrana a

ser resolvido.

Nossos resultados apresentados no capitulo anterior indicam a possibilidade de
formagédo de ligagdes hidrogénio intramoleculares nos LAs, o que observamos para a
procaina (Figura 26). Este seria um efeito de polarizagdo interna dependente da

conformagédo da molécula devido a vizinhanga entre o grupo aromatico e o ionizavel (que é
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polar), conforme comentado anteriormente. Para explorar esse efeito e verificar a importancia
dessa ligacdo hidrogénio para a estabilidade conformacional do farmaco e possivel
implicacdo para a interagdo com membranas e para o efeito anestésico, teriamos de
empregar Dindmica Molecular Quantica ou um campo de forgas polarizavel, o que nao ainda

era inacessivel nessa fase inicial do projeto.

Figura 25: Captura de imagem da dindmica molecular da LDC protonada na membrana de
DPPC. Imagem feita com o software VMD (www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/) do inicio do calculo
feito com GROMACS.

Optamos por avangar abordando outro problema, envolvendo outro anestésico local
de interesse, a benzocaina (BZC). Este LA € o unico desta classe de farmacos que em meio
fisiologico se apresenta apenas na forma neutra, o que coloca em questionamento a
importancia da presenga do grupo ionizavel na molécula para o efeito anestésico.
Construimos o campo de forgas para a BZC da mesma forma como descrita para os demais
anestésicos no capitulo anterior. Os valores das cargas parciais deste farmaco estéo
apresentados na Figura 27 e os testes iniciais indicaram que a polaridade deste farmaco

induz uma anfifilicidade que nao é vista nos demais anestésicos locais.
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UNCHARGED

A=0.4343 nm
B =0.2652 nm
C=0.1627 nm

CHARGED

Figura 26: Procaina em sua forma neutra (acima) e carregada (abaixo) mostrando a distdncia

entre o nitrogénio do terminal amina e o oxigénio da carbonila. Note que na forma protonada a

distancia equivale a uma ligacdo de hidrogénio intramolecular. Esta ligagao afeta a

distribuicao de cargas do farmaco, como mostrado na Tabela 1.
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Figura 27: Anestésicos locais utilizados nos calculos de interagao com a membrana de DPPC.

As cargas parciais da BZC sao apresentadas aqui uma vez que nao estavam contidas na

Tabela 1. Os atomos destacados com tridngulos em vermelho e preto sdo os atomos de

referéncia que utilizaremos nas analises futuras em biomembranas.
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Com a topologia construida e devidamente testada, colocamos os LAs em uma
cavidade na agua em uma regido proxima a bicamada de DPPC, constituida de 32 lipideos
em cada lado. Foram empregadas cerca de 3800 moléculas de agua, em um banho térmico
de Nosé-Hoover (320 K) e com acoplamento de pressao de Parrinello-Rahman. O tratamento
eletrostatico foi feito com o método PME, com raio de corte de 0.9 nm, enquanto as
interagdes de van der Waals foram computadas até um raio de corte de 1.0 nm. Assim
fizemos um calculo inicial de 2ns apenas para relaxar o sistema e poder desprezar possiveis
tensdes iniciais na dindmica (Figura 25). Em seguida foram feitos 50 ns de dinamica do
sistema membrana-agua-anestésico. Uma dindmica como esta leva alguns dias, cerca de
trés semanas em nossoO caso, com 0OS recursos computacionais acessiveis na época da
realizagao desta fase do projeto, para cada um dos seis sistemas simulados. Os principais

resultados foram publicados no Molecular Physics em 2009, trabalho que segue em anexo.

Nossos resultados indicaram que a forma carregada dos anestésicos ionizaveis ficam
retidas na interface membrana-agua e a neutra se insere no interior da membrana, conforme
inferido pelos resultados de solvatagao de ambas as formas no capitulo anterior. Observa-se
na Figura 28 (tomada no final de 50ns de dinamica) que a forma protonada dos farmacos fica
na regido proxima a superficie da membrana, tendo durante a dinamica penetrado a

bicamada apenas com seu dominio lipofilico e nenhuma vez com a regido do grupo amina.

Com relacdo a forma neutra, observamos que na primeira vez que a molécula se
aproximou bastante da membrana, se orientou de forma a ter seu lado lipofilico entrando
primeiro e se inseriu completamente na membrana em seguida (Figura 28). Utilizando
simulagdes por dinamica molecular nés observamos que tanto a forma neutra como a
carregada dos LAs se aproximam muito rapidamente da membrana. A forma carregada

atinge a membrana mais rapidamente, isto ocorre principalmente devido as interagdes
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eletrostaticas que s&o de longo alcance, com as cabecas lipidicas. Para melhor compreender
a interacado dos LAs com a membrana, utilizamos dois atomos de referéncia em cada um dos
LAs estudados, como mostra a Figura 27. Seguimos entdo a posi¢caéo no eixo z (Figura 29)
destes atomos de referéncia, que indicam a posicdo do anestésico na membrana. Os
graficos da Figura 30 mostram que as formas carregadas rapidamente se aproximam da
membrana e ficam presas na interface pelo terminal amina. A forma neutra da lidocaina e da

tetracaina ao se aproximarem da membrana ultrapassam a regido da cabega polar sem

maiores dificuldades.
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Figura 28: Posi¢cao dos Anestésicos Locais apos a MD de 50 ns. O sufixo “u” e “c” utilizados

aqui indicam respectivamente a forma neutra e a forma carregada. Extraido de (Bernardi, et al.,
2009).
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Observamos que as formas neutras se aproximam da membrana orientadas por sua
regido lipofilica e entdo se inserem completamente. No inicio a forma neutra assume uma
posicao parecida com a dos lipidios, alinhadas a eles e em seguida entram completamente

na membrana, ficando livre no interior da regido das caudas lipidicas.

Figura 29: Bicamada Lipidica com indicagao do eixo z, perpendicular ao plano da interface.

Como ja discutido, nossas primeiras simulagées de dindmica molecular somente em
solugdo aquosa indicaram que os anestésicos carregados ficariam presos na superficie da
membrana devido a sua alta anfifilicidade. Nossos resultados apresentados no grafico da
Figura 30 mostram que a molécula carregada se aproxima da membrana em menos de 10ns,

concordando com o que nossos estudos de anfifilicidade indicam.

A Figura 30 também indica que apesar da BZC ser o unico LA que é encontrado
apenas na forma neutra, este se comporta como a LDC e a TTC carregada, estabilizando na
interface membrana-agua. A BZC entdo se aproxima da membrana e se estabiliza orientada

na membrana como um dos lipidios. A Figura 28 ilustra as informagdes contidas no grafico
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da Figura 30, nela vemos a posigao que os anestésicos se estabilizam na regido da interface.

Observa-se que a BZC e as formas carregadas da TTC e da LDC se alinham com os lipidios

de DPPC.
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Figura 30: Grafico representando a posi¢cdo dos atomos de referéncia apresentados na Figura
27. O controle é uma membrana sem a presenca de anestésicos onde plotamos a posi¢gao
média dos atomos de fosforo do lipidio. Nos demais graficos a linha tracejada em azul indica a

regiao onde estao os atomos de fosforo. Extraido de (Bernardi, et al., 2009).

O alinhamento destes anestésicos com a membrana, mantendo a regiao N-terminal
interagindo com as cabecas das DPPC, remove graus de liberdade rotacionais e
translacionais destes farmacos e alguma flexibilidade interna. Esta restricdo no movimento

dos LAs aumenta as chances de interagado destas moléculas com possiveis sitios de ligacao
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na regiao de interface de proteinas transmembranares, como os canais idnicos, apontando
para um papel catalisador da membrana para essa interacdo. Estas simulagdes indicam que
0s anestésicos locais em sua forma carregada podem ter um papel fundamental no efeito
anestésico. Para assegurar que estes resultados estavam se mantendo por um tempo maior
de simulagéo, rodamos a dinamica da TTC em seus dois estados de protonagao por 100ns.
A Figura 31 mostra que durante estes 50ns extras ndo ha alteracdo na estabilidade do

farmaco na membrana em relacéo ao final dos 50ns iniciais.
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Figura 31: Grafico representando a posicao dos atomos de referéncia da tetracaina
apresentados na Figura 27. Acima vemos a forma protonada da TTC e abaixo a forma neutra. A
linha tracejada em azul indica a regidao onde estdao os atomos de fésforo. Extraido de (Bernardi,
et al., 2009).

Nossos resultados ndo permitem uma analise se supostos rompimentos ou maiores
perturbacdées da membrana provocados pelos anestésicos, uma vez que simulamos apenas

um anestésico local por vez na caixa de simulagao. Nosso principal objetivo foi estudar como
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os anestésicos locais se relacionam com a membrana e comparar isto com os resultados
obtidos no estudo com os farmacos em uma caixa com agua. Uma das principais razdes
para simularmos apenas um farmaco por vez foi a evidencia experimental de que os
anestésicos podem interagir um com os outros, o que poderia nos levar a uma analise que
nao fosse estatisticamente (Kitagawa, et al.,, 2004). O estudo de altas concentragbes de
anestésico local em uma caixa com agua tem sido alvo de um trabalho conjunto com nossos
colaboradores da Universidade Estadual de Londrina, trabalho este que foi aceito para
publicagdo na Quimica Nova apds algumas pequenas corregdes e segue em anexo (capitulo

7.5).

Um estudo do efeito de altas concentracbes de farmaco na bicamada deveria ser feito
com membranas maiores, onde poderiamos avaliar as perturbacdes sofridas pela mesma
além de avaliar o efeito da pressao exercida lateralmente com a penetragcao dos anestésicos.
Devido a nossa baixa concentracado, efeitos como aumento da area por lipidio durante a
simulagdo ndo foram observados sendo que a area da DPPC permanece aproximadamente
constante em 0.59 nm? durante toda a simulagdo, como sugeria 0 modelo proposto por

Tieleman.

Em outra analise n6s contamos o numero médio de pontes de hidrogénio da TTC com
lipideos da DPPC ao longo da dinamica. Esta analise indica que a forma neutra tem uma
meédia de 0.019 ligagdes de hidrogénio para cada pago de calculo da dinamica, enquanto a
forma carregada tem uma média de 1.219 liga¢des para cada passo, sendo que todas estas
ligagbes ocorrem na regido do grupo amina. Estes resultados nos ajudam a mostrar que a

regido amino-terminal segura a forma carregada dos farmacos na interface.

Analisando a funcdo de distribuicdo radial das moléculas de TTC em relacdo aos

lipidios, vimos que o atomo de fésforo da DPPC se mantém proximo ao atomo de nitrogénio
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do terminal da TTC (Figura 32). A forma carregada mostra duas camadas de fésforo nitidas
ao redor do nitrogénio, uma a 0.5 nm e outra a 1.35 nm. A forma neutra apresenta uma
redugao significativa no valor de g(r) préximo ao farmaco, isto devido ao seu livre movimento
ficando longe da interface entre a membrana e a agua. A fungéo g(r) nos da indiretamente a
energia de interagdo entre dois grupos. Neste caso, observamos que a energia de interacao

entre estes grupos, calculados pela equagado de Helmholtz:
W(r) = —kgTIng(r)

€ de aproximadamente 1,77 Kcal/mol para a forma carregada, e 0,41 Kcal/mol para a forma
neutra. Este resultado indica que a forma carregada tem uma posigcdo mais estavel de
ancoramento proximo da interface membrana-agua. Estes resultados corroboram com os
vistos previamente, aonde observamos o carater extremamente hidrofobico das formas

neutras da TTC e da LDC.
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Figura 32: Andlise da funcao de distribuicdo radial dos atomos de fésforo ao redor do terminal
amina da tetracaina em suas formas protonada (vermelho) e neutra (preto). No detalhe a curva

completa para a tetracaina carregada. Extraido de (Bernardi, et al., 2009).
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Estes resultados nos ajudam a compreender a interagcdo do anestésico com a
membrana, mas nos impdem algumas questdes. Como explicar o comportamento da
benzocaina? Ao se manter préximo da interface, os farmacos carregados ajudariam mesmo
na interagcdo com canais idbnicos? A primeira destas questdes nds ajudamos a responder com
uma andlise do perfil de energia livre de particdo na membrana deste farmaco. Também
estudamos com métodos hibridos QM/MM se o nosso resultado exibido aqui ndo € um mero

artefato do método utilizado.

4.3 — PERMEABILIDADE EM MEMBRANA:

Como discutido no capitulo de introducdo, o transporte de moléculas através da
membrana celular € muito importante para diversos processos biolégicos. Muitos horménios,
pequenos peptideos e outras classes de moléculas e farmacos cruzam a membrana celular
sem a ajuda de uma proteina que assiste este processo. A difusdo destas moléculas € um
processo complexo, uma vez que a membrana celular € uma grande barreira. Uma visdo da
mecanica estatistica sobre o problema é que uma molécula que pretende penetrar na célula,
precisa mudar sua energia livre de particdo na interface agua-lipidio, utilizando, ou n&o, para
isto a ajuda de outras substancias. Consequentemente existe a necessidade de que estas

moléculas mudem algumas propriedades estruturais da bicamada lipidica.

A membrana € um grande obstaculo para as moléculas devido ao seu carater
hidrofobico na regidao central (caudas lipidicas) e hidrofilico na regiao da interface (cabecas
polares dos fosfolipidios). Estas caracteristicas tornam a interface membrana-agua um
ambiente extraordinario para moléculas anfifilicas, como alcodis e alguns farmacos, como os

anestésicos locais. Como vimos, a por¢ao hidrofébica destes farmacos interagem com as
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caudas lipidicas, enquanto a porgao hidrofilica interage com os grupos polares da regiao da
cabeca lipidica (Dickey, et al., 2007) (Pedersen, et al., 2007) (Aagaard, et al., 2006). Estas
interacbes levam a um alinhamento destas pequenas moléculas junto aos lipidios,
perpendicularmente ao plano da membrana. Talvez por este motivo existam muitos estudos
da interagdo destas moléculas com a membrana, entretanto nenhum utilizando modelagem

molecular com uma ferramenta de mecénica estatistica.

Nesta parte do trabalho ndés escolhemos a molécula de etanol como teste, uma vez
que esta € bem conhecida por mudar a permeabilidade da membrana a outros farmacos,
assim como sua prépria permeabilidade. Para compreender como este processo ocorre, nés
utiizamos o método ABF (Adaptative Biasing Force) que pode nos fornecer o perfil de

energia livre do etanol penetrando a membrana em diferentes concentragdes.

O sistema alcool-membrana é 6timo para o estudo principalmente devido a enorme
quantidade de resultados experimentais que podem nos ajudar a compreender o fenbmeno
que queremos observar (Leonenko, et al., 2004) (Bako, et al., 2008). Além disso, o etanol é
uma molécula muito pequena, o que facilita muito o uso do método ABF, mas que nos ajuda
a compreender 0 processo mesmo para moléculas maiores que possuam as mesmas

caracteristicas.

Os estudos na literatura indicam que ha um aumento na presséo lateral da membrana
provocado pelas moléculas de alcool. Eles mostram que o aumento da concentracdo de
alcool reduz a tensédo de superficie e afeta a pressao lateral tanto na regido das cabecas
como nas caudas lipidicas (Frischknecht, et al., 2006) (Terama, et al., 2008). Também foi
sugerido que as mudancgas na pressao através da membrana poderiam induzir mudangas
nas proteinas de membrana, como os canais ibnicos (Terama, et al., 2008) (Cantor, 1997).

Além disso, devido a uma concentragao de 3.0M de etanol, um aumento de cerca de 30% na
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area por lipidio €& observado, tanto experimentalmente quanto com simulagdes

computacionais (Dickey, et al., {2005}) (Ly, et al., 2004) (Leonenko, et al., 2004).

As mudangas provocadas na membrana pelo etanol podem explicar o uso desta
molécula como um veiculo para aplicagao de farmacos. Para testar o que ocorre com o perfil
de energia livre de um farmaco em duas concentragdes diferentes de etanol, nés utilizamos a
Benzocaina como farmaco para teste. Resultados experimentais utilizando pele de porco e
anestésicos locais mostram que o etanol é capaz de aumentar o fluxo destes farmacos

através da membrana.

Nosso trabalho tem como objetivo combinar dados termodinamicos e estruturais, que
devem nos ajudar a compreender a relagdo entre a membrana e o soluto anfifilico. Na
literatura podemos encontrar analises da mudanga da energia livre de particdo de solutos
homologos, mas nao conhecemos nenhum trabalho que tenha mostrado o perfil de energia
livre nem dos anestésicos locais nem de qualquer alcool. Nesta parte do trabalho nds
realizamos calculos de dinamica molecular da interacdo do sistema etanol-membrana,
também benzocaina-membrana além de benzocaina-etanol-membrana. A membrana que
utilizamos foi a SOPC (1-stearoyl-2-oleoyl-phosphatidylcholine), e o método utilizado para a
obtencédo do perfil de energia livre foi o método ABF (Adaptative Biasing Force). Nossas
simulagdes foram realizadas com o campo de forgas CHARMMZ27 implementado no software

NAMD. Mais detalhes sobre estes calculos sdo encontrados em anexo.

Calculos utilizando o método ABF:

Utilizando métodos de dindmica molecular préximos do equilibrio, especificamente
usando o método ABF (Adaptative Biasing Force), n6s podemos obter o perfil de energia livre

para uma molécula de etanol na interface membrana-agua, em diferentes concentragcbes
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deste alcool. Para isto analisamos uma “coordenada de reagao” que se estende da molécula
de referéncia até o centro da membrana, apenas no eixo Z, perpendicular ao plano da
superficie da membrana, como o da Figura 29. Esta coordenada se inicia a -33.0 A, do lado
externo da membrana, até a posicdo no interior da membrana em -3.0 A. As forcas médias
para a obtengdo do PMF (Potencial de Forca Média — do inglés: Potential of Mean Force)

foram acumuladas a cada 0.1 A.
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Figura 33: Perfil de energia livre de particao na membrana para uma molécula de etanol em

diferentes concentragoes.

O perfil de energia livre para diferentes concentragdes do etanol € mostrado na Figura
33, sendo facil de notar que o perfil tem diferengcas significativas dependendo da
concentragao. Neste trabalho ndo iremos discutir estes resultados, que seguem em anexo,

apenas descreveremos nossas conclusoes.
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Figura 34: Perfil de energia livre de particdo na membrana da molécula de benzocaina sozinha

(preto) e na presega de 650 mM de etanol (vermelho).

Quanto a benzocaina, o anestésico local que estdvamos interessados no estudo, nos
realizamos calculos para obter o perfil de energia livre de uma Unica molécula deste farmaco
na interface membrana-agua, assim como de uma benzocaina em uma concentragao de 650
mM de etanol (Figura 34). O perfil da benzocaina confirmou os resultados que haviamos
obtidos com o calculo convencional de dinamica molecular classica. O resultado mostra uma
pequena barreira na entrada da regido da membrana e entdo um pogo de energia na regiao
logo abaixo da fosfatidilcolina. A regido central da membrana, regido das caudas lipidicas, se

mostra bastante inacessivel.

Com relacéo ao efeito do etanol, nés podemos ver que o alcool faz 0 pogo de minimo
de energia desaparecer, e a barreira de energia se torna menor para os anestésicos

cruzarem a regiao central da membrana. Como esperado, podemos ver que a regidao de
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minima energia para etanol e anestésico € a mesma, indicando uma competi¢cdo destas duas

moléculas pelo mesmo local.

Etanol como veiculo para a entrega de farmacos:

Os efeitos do etanol na permeabilidade da membrana sdo muito conhecidos e faceis
de serem observados com a metodologia que aplicamos aqui. O etanol na membrana
aumenta a sua permeabilidade assim como aumenta a permeabilidade de outras moléculas
anfifilicas, mudando propriedades da membrana. Simulando um aumento da area por lipidio
e também uma blindagem eletrostatica n6s observamos que estes devem ser os efeitos

destas moléculas na membrana bioldgica.

Uma blindagem eletrostatica devido ao acumulo de moléculas na regido das cabecas
polares causa uma completa perda da barreira para que as moléculas de etanol cruzem esta
regidao dos fosfolipidios. Enquanto isto o aumento da area por lipidio leva a um inchago da
membrana, o que emula muito bem o que acontece com uma molécula de etanol na regido
das caudas lipidicas em uma alta concentragcdo deste alcool. Este efeito aumenta a fluidez
das caudas lipidicas e consequentemente reduz a barreira no centro da membrana,
facilitando a penetracao de outras moléculas. Uma sintese do dominio de cada uma destas

perturbagdes é apresentado na Figura 35.

O modelo apresentado, criado a partir da analise do perfil de energia livre, sugere um
mecanismo universal para o aumento da auto-particio de moléculas anfifilicas em
membranas bioldgicas. Este modelo € importante para compreender o transporte assistido
em membranas, uma vez que estas moléculas em uma concentracdo mais baixa teréo
menor chance de penetrar a membrana e precisam de ajuda para tal. Outro estudo que

estamos realizando com a entrega de farmacos no meio intracelular, e que segue em anexo,
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se refere ao uso de nanoestruturas de carbono como carreadores de farmacos que nao

podem cruzar a membrana.
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Figura 35: llustragdo do perfil de energia livre do etanol em baixa (linha continua) e alta
concentragao (linha pontilhada). Em vermelho indicamos a regido onde ha um dominio de
blindagem eletrostatica para o efeito da alta concentragdo do alcool e em amarelo uma regiao

onde o aumento da area por lipidio é dominante.

4.4 — ESTABILIDADE DA BENZOCAINA POR QM/MM.

Como as simulagdes utilizando mecéanica classica mostravam um resultado diferente
para a BZC, realizamos um novo teste com este sistema utilizando métodos mais acurados.
Como discutido anteriormente, por apresentar um pKa préoximo de 2.5, a Benzocaina (BZC) é
0 Uunico anestésico local que ndo apresenta uma forma carregada em meio fisioldgico.
Apesar disto, como descrito nos capitulos anteriores, em nosso estudo vimos que a posigao
de estabilidade da BZC na regido da membrana celular era a mesma que a de outros
anestésicos locais carregados. Este estudo motivou-nos a compreender de que forma este

farmaco se mantém “preso” nesta regido. Utilizamos para isto o método QM/MM, uma vez
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que as parametrizagbes de campos de forgas ndo levam em conta as diferentes distribuigcdes

de cargas de moléculas em regides de interface agual/lipidio.

Partindo do resultado de dindmica molecular classica, em um sistema com uma
molécula de BZC em uma membrana com 64 lipidios DPPC solvatada em agua SPC,
realizamos calculos hibridos de dindmica molecular classica e quantica. Com a mecéanica
quantica, tratamos a molécula de anestésico local e os dois lipidios mais proximos da
mesma, enquanto o restante do sistema foi tratado com mecanica classica (Figura 36). A
integracdo entre a dindmica classica e quantica foi realizada através da juncao dos
programas GROMACS 3.2 e CPMD durante um tempo de 8,0 ps, o que significa quase 120

mil horas de processamento eu um CPU XEON de 2.5 GHz.

Figura 36: llustragao da membrana de DPPC com o anestésico local BZC. Em destaque vemos
os atomos da BZC e dos dois lipidios mais préximos do farmaco, atomos estes que foram

simulados utilizando mecéanica quantica.

Nossos célculos demonstraram uma maior proximidade da regido da amina da BZC

em relacdo a membrana, além de uma maior estabilidade nesta interacdo como mostra a
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Figura 37. Esta maior proximidade sugere uma ligacéo bastante forte em comparagéo a uma
ligacdo hidrogénio comum, indicando uma parcela significativa de ligagdo covalente a

interacao.

Para calcular a energia de ligacdo entre o anestésico e a membrana, utilizamos a
funcdo de distribuicdo radial (RDF) dos oxigénios do éster da DPPC em torno dos
hidrogénios da amina da BZC (Figura 38). Com isto vimos que a energia associada a esta
interagdo, quando realizamos esta dindmica hibrida fica sendo da ordem de 6,5 vezes a
energia térmica (keT). O que € maior do que a medida com métodos puramente classicos,
que s&o pouco mais de 5 keT. A distdncia média de equilibrio entre estes dois grupos fica

sendo da ordem de 1.29 A com método QM/MM e 1.7 A com o método de mecanica classica.

Figura 37: llustragcdo das trés moléculas simuladas com o método quéntico CPMD. Os
hidrogénios dos lipidios foram retirados da imagem para facilitar a visualizagao. Note a forte

interagao entre os hidrogénios da amina da BZC e os oxigénios da carbonila da DPPC.
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Uma vez que a membrana lipidica se comporta como um catalisador das interagdes
biolégicas, compreender a estabilidade da benzocaina na regido de interface da bicamada
pode ser de grande importancia para o estudo do efeito anestésico local. Estes calculos
indicam que os métodos QM/MM s&o uma importante ferramenta no estudo das interacbes
moleculares onde efeitos de polarizagdo sdo desprezados pelos métodos classicos. Vimos
que a energia de ligacado entre a amina do farmaco e o lipidio é bastante alta, sendo da
ordem de 6,5 vezes a energia térmica. Os resultados com o método quéantico entdo
corroboram com os resultados obtidos com métodos puramente classicos no sentido de que
confirmamos que existe uma interagado muito forte entre a amina do farmaco e a cabeca polar
do lipidio. Entretanto o resultado obtido com o método quantico indica uma maior

proximidade entre os atomos das duas moléculas.
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Figura 38: Fungao de distribui¢cao radial dos atomos de oxigénio do grupamento palmitoil da
DPPC em relagao aos hidrogénios do terminal amina da BZC.
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4.5 — CANAL TREK-1:

No capitulo de introducdo discutimos a importancia dos canais ibnicos no efeito
anestésico. Nossos estudos com membranas modelo nos levaram a pensar em um proximo
passo, onde estudariamos a interagcdo de anestésicos locais com canais iGnicos. Estudos
recentes indicam que o maior alvo destes farmacos é o canal de sédio. Entretanto este canal
€ muito grande e possui uma estrutura que parece ser muito complexa e que ainda nao é
conhecida. Um outro canal que tem mostrado importancia tanto para o efeito anestésico local
e principalmente para o efeito anestésico geral € o TREK-1, um canal de potassio com

estrutura em dimero e que possui dois poros em tandem.

O TREK-1 foi o primeiro canal mecano-ativado de mamifero a ser clonado,
expressado e caracterizado. Os lipidios parecem desempenhar um papel fundamental na
modulacdo do canal e evidéncias recentes, tem mostrado que existe uma intima ligagao
entre os lipidios da membrana e o mecanismo de abertura e fechamento de outros canais

mecanosensiveis em fungos, plantas e alguns animais.

" nos dao

Como ja discutimos anteriormente, o estudo com ratos knockout TREK-1
evidéncias muito fortes da importancia deste canal de potassio. Este tipo nada convencional
de canal, com um mecanismo de gating bastante complexo e que pode ser modulado por
receptores de membrana e mensageiros secundarios, apresenta um papel fundamental na
neuroprotecao, sensagao de dor e depressao. Além disso, o TREK-1 & aberto por agentes

neuroprotetores e anestésicos gerais, enquanto € inibido por drogas antidepressivas, se

mostrando um importante alvo farmacologico.

A atividade do TREK-1 é estimulada de diversas formas o que o qualifica como um

canal idnico sensorial com regulagem polimodal, que integra diversos estimulos quimicos e
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fisicos. As evidencias até entdo mostram que a porgcao C-terminal deste canal tem uma
grande importancia na transdugdo dos estimulos para a regido do poro e consequente
modulagdo do gate. O modelo proposto até agora revela uma enorme importancia do
acoplamento entre a regido C-terminal, ilustrada na Figura 39, e a camada intracelular da
membrana celular. Estes estudos contribuem para um melhor entendimento da importancia
do TREK-1 e dos canais Kyp de maneira geral, além de uma base para o compreendimento
do seu mecanismo de mecanotransducido, porém nao existe um modelo preciso no nivel

molecular.

Memb.
P P2 "rr'"
(O

I dhbbdda

Figura 39: llustragao da topologia dos canais K. A regido transmembranar possui quatro a-
hélices (M; a My) principais e duas menores que formam o filtro de seletividade (P, e P,). Estao

também representados os terminais da proteina, ambos na regiao intracelular.

Apesar do enorme progresso no estudo e caracterizacdo dos canais Kzp, diversas
questdes de grande importancia permanecem em aberto, entre elas o que faz o TREK-1 ser
mecanosensivel e qual o mecanismo de transmissdo da forga para o canal? Também
queremos saber qual o mecanismo de ativacdo do TREK-1 por anestésicos? Neste capitulo
investigaremos este canal através de calculos de dindmica molecular. Para isto usaremos o
modelo do canal construido utilizando ferramentas de bioinformatica a partir de sua

sequéncia primaria.
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Construgao do Modelo:

O modelo do canal TREK-1 que utilizamos foi feito pelo Prof. Werner Treptow, durante
seu pos-doutorado na University of Pennsylvania e foi publicado recentemente (Treptow, et
al., 2010). A sequéncia primaria do canal (gene: KCNK2) foi obtida do servidor Swiss-Prot
(P97438). Uma vez que a regiao N-terminal do canal ndo apresentava efeito na fungéo da
proteina (Patel, et al., 1998) (Maingret, et al., 2002), apenas a regido transmembranar (regiao
do poro) e a regido C-terminal foram construidas. A estratégia utilizada consistia na

construgdo do modelo da estrutura separadamente para cada uma das partes.

Entdo, utilizando métodos de modelagem comparativa, estruturas homélogas foram
selecionadas no Banco de Dados de Proteinas (PDB — Protein Data Bank). Para fazer a
busca foi empregado o algoritmo FASTA, que alinha as sequéncias primarias da estrutura
desconhecida com a sequéncia de estruturas depositadas no PDB, nos dando uma lista de

possiveis proteinas homologas, classificadas de acordo com a sua similaridade.

Com este método, a estrutura cristalografica do canal de potassio KcsA da bactéria
Streptomyces lividans foi escolhida como molde para a construgédo da regido TM do TREK-1
em seu estado fechado. Esta estrutura apresenta uma similaridade em sua sequéncia
primaria de cerca de 70% com o TREK-1. A regidao C-terminal do TREK-1 se mostrou muito
diferenciada de qualquer outra estrutura conhecida na familia dos canais de potassio. Para
construir um modelo para a estrutura desta regido a estrutura cristalografica da fosfato-
acetiltransferase (ACTR) do Bacillus subtilis foi selecionada, apresentando uma similaridade
de aproximadamente 54%. A Figura 40 mostra o alinhamento das sequéncias do TREK-1
com as sequéncias dos moldes, bem como a predigdo para a estrutura secundaria. Para

gerar os modelos iniciais para a estrutura foi entdo utilizado o software Modeler.
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Apds uma minimizagao de energia conformacional o modelo do canal foi inserido em
uma membrana lipidica, para um refinamento por dindmica molecular. O canal foi inserido no
centro de patch de membrana de SOPC, como mostra a Figura 41. O sistema completo inclui
cerca de 160 mil atomos, sendo composto pelo canal TREK-1, cerca de 425 moléculas de
lipidio, aproximadamente 40 mil moléculas de agua, além de 2 ions potassio no filtro de
seletividade e 14 ions cloro para neutralizar a carga da solugdo. A Figura 41a ilustra o

tamanho da cavidade na membrana criada para inserir o canal.

NVMEWKTVSTIFLVVVLYLI IGAAVFKALERGAPGAQLITLGSSFFFAGTVITTIGFGNI SPRTEGGKIFCI IYALLGIPLFGFLLAGVGDQLGTIFGKGIAKVEDTFIK
------- HHHHEHHHEHHEHHHAHHHHHRH-~---~~~----HHHHHEHHHHHHHE~--~-~~-~--~---HEHHHHHHHHEHHEHHAHHHHERHHHHHRHHHAHHHHEHHHHEER -
SALHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAERGAPGAQLITY PRALWWSVETATTVGYGDLY FVTLWGRCVAVVVMVAGITSFGLVTAALATWFVGREQERR-~-~--~~~~~
CCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHTTTTTTTTTCHHHHHHHHHHHHACCCCTTTTCCCHHAHHERHHHHHHERHHERHHHEHHHEHEHEHEACCCCCCCCCCCC

WNVSQTEIRIISTIIFILFGCVLEFVALPVIFKHIEGWSALDAIYFVVITLITIGFGDYVAGGSDYKPVVHWFWILVELAYFAAVLSMIGDRNLRVISKEKT
—————— EEEEEEHHHHHAHHHHHHHHHHHHHH------HHHHHEHHHHHHAH -=--EE-----HHHHHHHHHHHHAHHHAHHHHHHHHHAHHHHHHEH
LHWRAAGAATVLLVIVLLAGSYLAVLAERGAPGAQLITY PRALWWSVETATTVGYGDLY PVTLWGRCVAVVVMVAG ITSEGLVTAALATHWEVGREQER
CCCHHHHHHHHHHHHHHAHAHHEHEHHTTTTTTTTTTCHHHEHHHHHHEAHACCCCTTTTCCTTTTHHEHEHHEHHEHEHHHEHHHHHHHHHAHHEHEHEC
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Figura 40: Alinhamento das sequéncias do TREK-1 e dos moldes utilizados. Os dois primeiros
blocos correspondem ao alinhamento com a estrutura do KcsA e o ultimo bloco corresponde
ao alinhamento com o ACTR. A primeira linha de cada bloco corresponde a sequéncia do
TREK-1 e a terceira linha a sequéncia do molde. A segunda e quarta linha indicam a estrutura

predita e do molde respectivamente.
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Figura 41: Estrutura inicial do TREK-1 em um patch de SOPC, vista do meio extracelular (a) e

vista lateralmente (b). A estrutura foi gerada pelo software Modeler e a imagem pelo VMD.

Quatro simulagdes de dindmica molecular para refinar o sistema foram realizadas com
ensemble NPT e utilizando o pacote NAMD2. Condicées periddicas de contorno foram
aplicadas e o passo de tempo da dinamica foi de 2.0 fs. Os métodos da Dindmica de
Langevin e do Pistao de Langevin foram aplicados para manter a temperatura e a pressao
constantes em 300 K e 1.0 atm respectivamente. Para as interagdes de longo alcance o
método de Ewald PME foi utilizado. Cada uma das dinamicas foi realizada por cerca de 320
ns utilizando recursos do Pittsburgh Supercomputer Center. Especificamente em cada
simulagcdo eram utilizados 384 processadores AMD Opteron 2.6 GHz, de um

supercomputador modelo CRAY-XT3.
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Figura 42: llustragao do acoplamento da regiao C-terminal com a membrana lipidica. As cores
indicam o tipo dos aminoacidos: Azul (positivamente carregado), Vermelho (negativamente
carregado), Amarelo (apolar), Verde (polar). Note que existe uma inser¢dao de aminoacidos

carregados no interior da membrana (em cinza translucido).

Todas as quatro simulagbes apresentaram um resultado similar no final, mostrando
que a regiao C-terminal tem um grande acoplamento com a membrana celular, como
esperado devido aos resultados experimentais existentes (Figura 42). O modelo inicial
(Figura 40) com o dominio C-terminal estirado para dentro da célula ndo nos parecia muito
correto, devido as evidéncias experimentais, € as simulagdes realizadas levaram o canal
para uma estrutura mais proxima da esperada. Como a proteina € um dimero podemos dizer
que tinhamos oito estruturas sendo testadas, aumentado ainda mais a confiabilidade em
nossos resultados. Este modelo de estrutura foi entdo simetrizado novamente, ou seja,
escolhemos um dos segmentos que apresentavam uma estrutura mais organizada e que
correspondia melhor com a literatura para ser simetrizado na formacdo do dimero

novamente, como no modelo da Figura 43.
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Figura 43: TREK-1 simetrizado na membrana de POPC. Este sistema foi utilizando para

iniciarmos os estudos de modulacao dos canais Kp.

Como iniciariamos os testes para a modulacédo do canal, simetrizamos o sistema para
estrutura que mais concordava com as previsdes experimentais. Esta estrutura foi inserida
em uma membrana de POPC (1-palmytoil-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine), e um
novo sistema foi montado. Também construimos um sistema com o canal truncado no
residuo de aminoacido TYRy42, retirando 74 residuos de aminoacidos e reduzindo a porg¢ao
C-terminal para apenas a regido da a-hélice, como ilustrado na Figura 44. Como ja discutido,
trabalhos realizados por experimentalistas mostraram que esta por¢cao do canal é sensivel a
uma grande parte dos estimulos que o canal recebe. Para uma melhor compreensao da
porcao que foi retirada, a Figura 45 ilustra apenas a regiao do C-terminal da proteina. Note
que a conexao entre o final da regido C-terminal e a regidao TM é feita por uma grande a-
hélice, que também seria responsavel por boa parte da sensibilidade do canal (Honoré,

2007).
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Figura 44: Sistema com o TREK-1 truncado na regidao C-terminal, no residuo de aminodcido

TYR,4,, inserido em uma membrana de POPC.

Figura 45: Ilustracdo da estrutura secunddria da regido C-terminal do TREK-1 apos

aproximadamente 400 ns de dindmica molecular.

Estes dois sistemas foram submetidos a uma nova minimizacdo de energia
conformacional e em seguida uma dindmica molecular para um relaxamento destas
estruturas. Os sistemas completos incluem cerca de 200 mil atomos, sendo composto pelo
canal TREK-1, cerca de 650 moléculas do lipidio, aproximadamente 50 mil moléculas de
agua, além de dois ions potassio no filtro de seletividade e 14 atomos de cloro agindo como

contra-ions (Figura 46).
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Figura 46: llustracdo do sistema simulado, mostrando a membrana de POPC cortada para
facilitar a visualizagcao do canal. A superficie em azul transparente ilustra as moléculas de

agua, dando uma idéia do tamanho do sistema simulado.

Modulag¢ao do TREK-1:

Para testar como diferentes estimulos sao transferidos ao canal realizamos diversos
calculos de dindmica molecular para cada um dos modelos de canais. Primeiramente
realizamos uma simulagao controle, onde nenhum estimulo era aplicado. Também testamos
como seria o sistema ao estar em um pH acido. Além disto, testamos o que ocorre quando
ha o estiramento da membrana, aplicando tensdes a mesma. Por ultimo utilizamos a técnica
de Steered Moleular Dynamics (SMD) para testar uma abertura forgada do canal, aplicando

tensdes na proteina. A Figura 47 ilustra os calculos que foram realizados.

A simulagdo de nova minimizagao de energia e uma nova simulagédo de e de controle
por cerca de 100 ns, o que mostrou que a estrutura secundaria do canal continuou bastante
estavel, como indica o grafico da Figura 48. Observa-se na figura, que a a-hélice da porgéo

C-terminal, que seria responsavel pela recepcao de boa parte dos estimulos recebidos por
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este canal, € mantida durante toda a simulagdo em ambos os sistemas. O acoplamento
desta a-hélice a membrana nas duas simulagdes controle (TREK-1 completo e truncado na
TYR242) € ilustrado na figura Figura 49. Verifica-se que, especialmente devido aos 74
residuos de aminoacidos extras, a a-hélice do sistema completo (a) ndo apresenta maior
interacdo com a membrana. O acoplamento neste caso € feito mais pela por¢ao que fica
além deste dominio. No sistema truncado (b) a regido da a-hélice apresenta uma grande
interagdo com a membrana, especialmente os ultimos residuos de amino-acido deste

dominio.
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Figura 47: Esquema com as simulagées realizadas. Somando o tempo computacional de todas

as simulacoées do TREK-1 utilizamos cerca de cinco milhées de horas de CPU.
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Figura 48: Analise da estrutura secunddria de um dos monémeros do canal TREK-1, durante a
nova dinamica molecular, realizada na membrana de POPC. Em preto as regioes de a-hélice,
em laranja as regibes com grampos e em cinza claro as regibes sem estrutura secundaria
definida. A ilustragao a direita indica qual regido da membrana estamos representando: em
azul as quatro grandes a-hélices transmembranares (M;-M,); em amarelo as a-hélices da
regiao do filtro de seletividade (conforme esquema da Figura 39); em rosa a a-hélice principal

da regiao C-terminal; em verde pequenas a-hélices do terminal.

a b

Figura 49: llustracdo do acoplamento entre a regidao C-terminal e os lipidios (principalmente as
cabecas lipidicas) da membrana apos aproximadamente 400 ns de simulagdo (300 ns em uma
membrana de SOPC seguidos por 100 ns em uma membrana de POPC). A esquerda o C-
terminal completo e a direita a simulagdo com a regido C-terminal truncada no residuo TYR;,,.
As cores indicam o tipo dos aminodacidos: Azul (positivamente carregado), Vermelho

(negativamente carregado), Amarelo (apolar), Verde (polar).
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Em uma primeira analise visual da dindmica do canal notamos que a regiao C-terminal
€ ligada a regido do poro por um dominio bastante flexivel, o qual permite um movimento
hora acoplado hora desacoplado da regido C-terminal a membrana como verifica-se nas
analises a seguir. Pelas trajetérias atbmicas notamos que este acoplamento é perdido
diversas vezes, voltando a surgir em seguida como no modelo da Figura 50. Para melhor
investigarmos esta observacéao, fizemos um grafico do angulo de inclinagdo da a-hélice em
relagéo ao plano da membrana versus tempo. Neste grafico investigamos como a hélice gira
em torno do residuo THRz0s que funciona como um pivé para este movimento (Figura 51).

Este grafico mostra como este movimento ocorre de forma oscilante.

I
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Figura 50: llustragcao do movimento do dominio C-terminal do TREK-1, com destaque para a

regido da a-hélice (em vermelho) e para o restante da regiao terminal (em verde).
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Figura 51: Grafico do dngulo de inclinagdo da a-hélice da regido C-terminal em relagdo ao
plano da superficie da membrana. Um valor de sen6=0 indica que a a-hélice se encontra
paralela a superficie da membrana, enquanto que sen6=1 a indica como estando perpendicular
a bicamada.
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Os resultados estdo de acordo com a literatura (Honoré, 2007), mas devemos lembrar
que uma membrana bioldgica real € composta por uma mistura de diversos lipidios, sendo
sua superficie intracelular composta por muitos lipidios carregados negativamente. A Figura
49 mostra que alguns residuos positivamente carregados (representados em azul) estédo
frequentemente expostos a agua e que uma membrana negativamente carregada poderia
atrailos com uma forga maior, de forma a reduzir a freqliéncia desta oscilacéo da a-hélice da
regido C-terminal. Na Figura 52 é representada a superficie eletrostdtica do TREK-1
mostrado que existe uma grande area positivamente carregada que esta esposta ao solvente
ao invés de interagindo com a membrana. Apesar disto nosso modelo aparenta ser
satisfatério, uma vez que existe este acoplamento entre a regido C-terminal e a membrana
como previsto experimentalmente. Apos esta primeira analise passamos aos novos testes

que discutiremos a seguir em tépicos separados.

-5.0 5.0

Figura 52: Superficie eletrostatica do TREK-1 na sua conformacdo apé6s a dinamica molecular,
obtida utilizando o software Pymol (www.pymol.org), com a ferramenta APBS.
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Devido ao alto custo computacional e das evidéncias experimentais, selecionamos
somente alguns sistemas para realizar dinamicas mais longas que seguem analisadas a
seguir. Estudamos o estiramento da membrana para o canal TREK-1 completo, o efeito da
acidificacdo do meio intracelular para o TREK-1 truncado e realizamos um calculo de SMD
para o sistema cortado. O efeito da presengca de anestésicos foi estudado com o canal
completo, uma vez que os resultados experimentais indicam uma maior poténcia dos

mesmos neste caso (Bayliss, et al., 2008) (Honoré, 2007).
Estiramento da membrana:

Aplicando uma forga lateral na membrana de modo a provocar uma expansao da
mesma, como ilustrado na Figura 53, realizamos um estudo da mecanoativacédo do TREK-1.
Esta pressdo negativa nas paredes da membrana gera uma tensdo de superficie que é
aumentada aos poucos de forma a simular um estiramento natural da membrana, com um

acrécimo de tens3o variando de 0 a 100 dyn/cm?.

Figura 53: llustragdao do método de estiramento da membrana. No eixo z, perpendicular ao

plano da superficie da membrana, a pressao continua em 1.0 atm.
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Acreditamos que o mecanismo de modulacdo do canal TREK-1 passa pelo melhor
acoplamento da regido C-terminal quando sob influéncia de alguns estimulos, o que
aumentaria sua sensibilidade aos movimentos naturais da membrana. Uma analise do
acoplamento da regido C-terminal a membrana indicou que existe um aumento na interagao
entre estes dois grupos quando uma pressao lateral € aplicada na membrana. Para tal,
analisamos o numero de ligagdes de hidrogénio durante 100 ns de simulagao, tanto para
uma dindmica de controle, quanto para a MD onde aplicamos esta tensdo de superficie. O
resultado (Figura 54) indica que existe um aumento de até trés vezes no numero de ligagbes

de hidrogénio entre o canal e a membrana.
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Figura 54: Grafico do acoplamento entre a regiao C-terminal e os lipidios de POPC da
membrana. Acompanhamos o numero de ligagées de hidrogénio durante 100 ns de simulagao
por MD para o sistema controle (preto) e o sistema sob influéncia da tensao de superficie

(vermelho).
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O acoplamento da regiao C-terminal com a membrana faz com este “brago” da
proteina se desloque junto com a membrana, acompanhando o deslocamento dos lipidios.
Isto faz com que uma forga lateral seja aplicada a regido do poro, provocando a abertura e
fechamento do mesmo em um movimento rotacional, como mostraremos mais adiante. Este

poderia entdo ser o mecanismo de mecanosensibilidade destes canais.

Acidificagdo da regiao intracelular:

O pKa dos aminoacidos ASP e GLU é respectivamente 3.9 e 4.3, o que faz com que
em um microambiente com pH acido o suficiente estes residuos possam estar na sua maioria
protonados, neutralizando suas cargas. Mudando o estado de protonacao destes residuos e
adicionando os contra-ions necessarios para neutralizar a carga do sistema, iniciamos duas
novas simulagdes por dindmica molecular, uma para o canal completo e outra pra o canal

truncado na TYR4».

Observando o acoplamento da regido C-terminal com a membrana notamos que a
forma completa do canal ndo apresentaria uma grande interagdo com a membrana, pelo
menos ndo em uma escala de tempo que poderiamos observar. Este acoplamento parece
melhor no sistema cortado principalmente devido ao fato de que a falta da porcgéo final da
proteina facilita o movimento da regido C-terminal. Ndo vemos isto na proteina completa
devido a falta de tempo de simulacéo para tal, especialmente pelo fato de que esta grande
porcao C-terminal precisaria de uma caixa de simulacdo maior, deixando o calculo ainda
mais lento. Como os custos computacionais seriam muito altos prosseguimos com o calculo

apenas para o sistema cortado.

A Figura 55 mostra como o sistema truncado apresenta um bom acoplamento da
regido C-terminal da proteina com a membrana. Nota-se que os aminoacidos positivamente

carregados agora interagem mais com a membrana, o que deve aumentar a energia de
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acoplamento entre estes dois grupos. Para analisar isto de uma forma indireta, monitoramos
o0 numero de ligagcbes de hidrogénio durante 100 ns de simulagdo, tanto para uma dinédmica
de controle, quanto para a MD onde alteramos o estado de protonacdo dos aminoacidos. O
resultado (Figura 56) indica que existe um aumento substancial no numero de ligagdes de

hidrogénio entre o canal e a membrana.

Figura 55: llustracao do acoplamento do C-terminal do TREK-1 com a membrana de POPC. a:
sistema controle (em azul aminodcidos que foram protonados na simulagdo em pH acido); b:
sistema em pH acido (em azul aminoacidos que foram protonados); c: detalhe do sistema em
pH acido, mostrando as cadeias laterais de todos os aminodcidos da regidao C-terminal, sendo
os aminodcidos em azul positivamente carregados. A membrana aparece em representagcao

semi-transparente, estando as cabecgas lipidicas em vermelho.
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Figura 56: Grafico do acoplamento entre a regidao C-terminal e os lipidios de POPC da
membrana. Acompanhamos o numero de ligacées de hidrogénio proteina-membrana durante
100 ns de simulagcao por MD para o sistema controle (preto) e o sistema simulando um pH

acido (vermelho).

Steered Molecular Dynamics:

Antes de realizarmos os calculos aplicando tensdo na membrana e simulando um pH
acido, realizamos simulagées com o meétodo de Steered Molecular Dynamics (SMD). Com a
técnica de SMD puxamos a a-hélice, com um potencial de mola, com diversos valores de
constante de forca, de forma a tentar uma abertura do canal e assim testar se este seria o
mecanismo correto de abertura. Esta técnica interfere na dindmica direcionando movimentos,
mas pode nos indicar se estamos no caminho correto. Aplicamos uma forgca puxando a a-
hélice pela regido C-terminal de um dos segmentos e fixando a outra, como ilustrado na
Figura 57.
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Figura 57: llustragcdo da aplicagdao do método de SMD, onde fixamos a posi¢do dos C, da
regiao C-terminal de um dos monémeros (em azul), enquanto puxamos os C, do outro

monémero (vermelho), para a esquerda (na representagdo acima).

Nossos resultados mostram uma pequena abertura do poro, porém a forca que
aplicamos era muito grande e houve um principio de desenovelamento do canal. Testes mais
lentos poderiam ser aplicados para que a forca ndo provocasse o desenovelamento, mas
como isto custaria muito recurso computacional, decidimos investir nas outras técnicas que

teriam um resultado mais direto e completo.

Discussao sobre a modulagcao do TREK-1:

Como discutido, tanto a acidificacdo quanto a pressao lateral aumentam o
acoplamento da regido C-terminal do TREK-1 com a membrana e isto poderia ser o
mecanismo chave da mecanosensibilidade do canal. Uma possivel explicacdo para o
mecanismo seria que este aumento na interagado proteina-membrana faz com que haja a
formacdo de rafts de lipidios. Estas pequenas jangadas de lipidio sdo formadas pela

mudanc¢a na fluidez da membrana causada localmente por grupos que interagem com o0s
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fosfolipidios, no caso pela por¢ao C-terminal que interage com uma porg¢ao de lipidios que
por sua vez nao interagem com a regiao do poro do canal, como mostra a Figura 58, e

podem “andar” pelo restante da membrana que é mais fluida.

a

Figura 58: llustracao dos rafts de lipidio. a: destaque para os lipidios de POPC que estado a até
3.5 A de distancia da por¢do C-terminal; b: TREK-1 e os lipidios que estio a até 3.5 A de
distancia deste canal. Note que existe um espago entre os lipidios da regido do poro e da
regiao C-terminal. Este espaco é preenchido por lipidios que nao estido interagindo

diretamente com o canal e formariam uma fase mais fluidica.
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Este modelo parece pertinente, mas para comprovar esta teoria teriamos que realizar
simulagbes muito mais longas que teriam que levar a uma abertura completa do gate do
canal. Nas simulagdes que realizamos nao vimos uma abertura completa do canal, mas
comegamos a observar movimentos neste sentido na regido TM. A Figura 59 ilustra, do
ponto de vista intracelular, o poro do canal parcialmente aberto com as perturbagdes que
realizamos. Um dos provaveis motivos ja foi discutido, que € o fato de nesta simulagao
utilizarmos um modelo de membrana zwitteridbnica, o que provavelmente subestima as

interacdes entre o dominio C-terminal e os fosfolipidios.
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Figura 59: Vista do poro do canal sob a influéncia de diferentes estimulos. Note uma pequena

abertura do gate do canal em todas as simulagées, exceto na MD de controle.
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TREK-1 e o efeito anestésico geral:

Como ja discutido, o TREK-1 parece ter um relagdo muito importante com o
mecanismo do efeito anestésico geral. Para tentar compreender o que ocorre com o canal
quando esta sob efeito do anestésico geral Isoflurano, realizamos calculos com o sistema
anestésico-canal-membrana, ilustrado na Figura 60. Nesta simulagdo retiramos algumas
moléculas de agua criando cavidades para a inclusdo das moléculas de Isoflurano, numa
concentragao de aproximadamente 80 mM, ou seja, uma fragdo molar de cerca de 10% em
relacdo aos lipidios. Uma dindmica molecular de cerca de 300 ns foi realizada e observamos
novamente um principio de abertura do canal, porém uma abertura maior do que ja haviamos

observado com os demais estimulos.

Figura 60: llustracdo — llustracao do sistema com o anestésico geral Isoflurano na agua,
condigao inicial para o calculo que realizamos para estudar a influéncia deste farmaco no
canal TREK-1.

Partindo de um modelo inicial um pouco diferente, uma segunda MD foi realizada por
cerca de 120 ns. Nesta simulacdo utilizamos um monémero diferente do utilizado para
simetrizar o canal, como descrito anteriormente, para termos mais evidéncias do nosso
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modelo. As duas simulagcdes de MD indicaram uma pequena abertura no canal apds pouco
mais 70 ns de simulacdo. Como nas demais simulacbes esta abertura ndo é ainda uma
abertura completa do gate, mas comega a indicar um pouco melhor do que nos outros casos,
0 movimento que poderia provocar a abertura do mesmo. Notamos nestas simulagdes que o
poro € fechado por um gate hidrofébico composto por quatro residuos de leucina. Estes
residuos formam um estrangulamento no poro que precisa ser aberto para liberar o fluxo de

ions (Figura 61).

Figura 61: Canal TREK-1 com destaque para a regido do filtro de seletividade (verde) e para o
gate de leucinas (amarelo). As esferas em azul e em branco indicam os atomos de fésforo da

cabeca polar dos lipidios para a camada extracelular e intracelular respectivamente.

Como ja discutimos, acreditamos que o mecanismo de modulagdo do canal TREK-1
esta diretamente relacionado com acoplamento da regido C-terminal aos lipidios da
membrana. Quando sob a influéncia de alguns estimulos este acoplamento seria maior, o
que aumentaria a sensibilidade do canal aos movimentos naturais da membrana. Uma

analise do acoplamento da regido C-terminal a membrana indicou novamente que existe um
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aumento na interagao entre estes dois grupos quando aplicamos um estimulo que sabemos
que abre o canal. Analisamos novamente o numero de ligagdes de hidrogénio durante 100 ns
de simulagdo, de aproximadamente 270 nanosegundos, tanto para uma dindmica de
controle, quanto para a MD onde incluimos os anestésicos. A primeira parte da simulagao foi
descartada para que houvesse tempo para a particdo do Isoflurano na membrana. O
resultado (Figura 54) indica que existe um aumento de cerca de trés a quatro vezes no

numero de ligagdes de hidrogénio entre o canal e a membrana, na presenga do anestésico.
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Figura 62: Grafico do acoplamento entre a regiao C-terminal e os lipidios de POPC da
membrana. Acompanhamos o numero de ligagées de hidrogénio durante 100 ns de simulagao

por MD para o sistema controle (preto) e o sistema com anestésicos (vermelho).

Esta grande melhora no acoplamento entre a regido C-terminal do TREK-1 e os

lipidios € um grande indicativo do modelo de modulagao do canal. Porém ainda n&o temos
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uma abertura do gate para poder ver como este movimento ocorre na regido do poro. Como
0s movimentos da regidao TM indicam um principio de abertura do canal, realizamos a partir
da trajetoria das trajetorias de MD do sistema na presenga do Isoflurano, uma analise de
componentes principais (PCA) da dinamica. Esta analise indicou o movimento de abertura e
fechamento do poro do canal (Figura 63). Este tipo de andlise é um procedimento
matematico que transforma um grande numero de variaveis correlacionadas em um pequeno
numero de variaveis chamadas componentes principais (PCA) (Cukier, 2010). O resultado é
um movimento “filtrado” que mostra apenas os principais movimentos de grande amplitude
da proteina, que geralmente estdo associados a fungao biolégica (Floquet, et al., 2009). No
TREK-1 o principal componente desta analise indica um movimento de rotacdo global da
parte transmembranar do canal, de forma que as hélices M, e M4 se alinham afastando as

leucinas uma das outras.

A analise de PCA nos fornece uma predi¢cao da amplitude do movimento, que levaria a
abertura do poro. Um calculo forcando este estado final do PCA mostra um canal
completamente aberto apds poucos nanosegundos de dindmica. Neste calculo colocamos a
posicao dos carbonos alfa das hélices M, e M, como um alvo para a dinamica. Fizemos isto
impondo restricbes de posicdo para estes atomos nas posi¢cdes indicadas pela analise.
Matematicamente € como se houvesse uma mola puxando estes C, para a posi¢cao que o
PCA indicou. Como este movimento era forgado, rapidamente viamos a abertura do poro.
Apo6s manter o vinculo por cerca de cinco nanosegundos retiramos este vinculo de restricdo

de posicao e vimos este estado aberto se manter durante os 10 ns avaliados.
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Figura 63: llustragao da andlise de PCA, indicando o movimento rotacional na regiao TM do
canal TREK-1. As setas indicam o sentido e a amplitude do movimento de cada um dos C, da

proteina.

O canal aberto entdo deve se parecer com a ilustragdo da Figura 64, porém o
mecanismo completo de gatting ndo pbéde ser observado, provavelmente pela escala de
tempo de simulagdo. Também a interagdo com os fosfolipidos zwitteridbnicos ndo deve ser a
forma ideal de estudar este sistema. A escolha por estes lipidios se deu pela maior
confiabilidade do modelo de membrana. Iniciar este trabalho com um modelo n&o confiavel
de lipidio poderia nos levar a conclusdes errbneas e que n&o indicariam o real mecanismo de

gatting dos canais Kap.
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Figura 64: llustragao da abertura do canal por dois pontos de vista, de dentro da célula (acima)
e lateralmente (abaixo). Em cinza a representagcdo da estrutura secunddria do canal, em
amarelo o gate de leucinas e em vermelho e branco as moléculas de dgua préximas do poro. a:
O canal TREK-1 apresenta uma pequena abertura apos os calculos de MD na presenga do
anestésico geral Isoflurano; b: Utilizando as posig¢oes finais dos C, das hélices M, e M, na
analise de PCA como vinculo, observamos uma pequena abertura do canal, suficiente para
haver um filamento de agua atravessando o poro; Liberando os vinculos observamos que o
canal passa a estar completamente aberto, com a regiao do gate hidrofébico completamente
hidratada.

4.6 — TREK-1 EM MEMBRANAS MISTAS DE POPC/POPS:

Como discutido, a membrana bioldgica possui uma alta concentragdo de fosfolipidios
negativamente carregados na camada intracelular. Para tentar simular a consequéncia

destes lipidios no acoplamento da regiao C-terminal, inserimos o canal em uma membrana
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composta por cerca de 30% de lipidios de POPS (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-
L-serine). Uma vez que colocar os lipidios carregados em apenas uma das camadas geraria
artefatos de simulacdo, especialmente devido as condi¢gdes periddicas de contorno,
decidimos colocar esta mesma proporgao de lipidios em ambas as camadas. Para agilizar os
calculos de minimizagdo, ao invés de colocar o canal em uma membrana completamente
nova, substituimos uma parte dos lipidios de POPC de nossa membrana, que vinhamos
usando como controle, por lipidios POPS e adicionamos os contra-ions necessarios. A

Figura 65 ilustra a distribuigdo de lipidios na membrana antes de iniciarmos a dinamica.

Figura 65: Vista da bicamada mostrando a superficie com diferentes lipidios, POPC (azul) e
POPS (amarelo).

Apds uma dindmica molecular de aproximadamente 100 ns observamos visualmente
que havia um melhor acoplamento entre a membrana e o dominio C-terminal. A Figura 66
mostra como o TREK-1 apresenta um bom acoplamento da regido C-terminal da proteina

com os lipidios de POPS. Note que os aminoacidos positivamente carregados interagem
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mais com a membrana, o que deve aumentar a energia de acoplamento entre estes dois
grupos. Para verificar isto de uma forma indireta, analisamos o numero de ligagdes de
hidrogénio durante 100 ns de simulagao, tanto para uma dinamica de controle, quanto para a
MD onde incluimos os lipidios negativamente carregados. O resultado (Figura 67) indica que
existe um aumento substancial no numero de ligagbes de hidrogénio entre o canal e a

membrana.

Figura 66: llustracdo mostrando o acoplamento entre o dominio C-terminal do TREK-1 e os
lipidios POPS, com destaque para as ligagoes de hidrogénio (representadas pelas linhas
tracejadas em rosa). Na figura mostramos apenas os lipidios que estdo a até 3.5 A de distancia
dos aminodcidos da regiao C-terminal do canal. As cores indicam o tipo dos aminodcidos:

Azul (positivamente carregado), Vermelho (negativamente carregado), Amarelo (apolar), Verde

(polar).

Como esperado, o acoplamento da proteina a membrana é melhorado pela presenca
de lipidios negativamente carregados. Este melhor acoplamento, tanto com os lipidios como
com os anestésicos, com o estiramento e em meio acido indica ser fundamental para a

modulac&o do canal. Provavelmente isto faz com que o canal consiga sentir melhor os esteja
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mais sujeito aos movimentos naturais da membrana (Figura 68), como ja havia sido proposto
por estudos experimentais (Honoré, 2007). Um outro passo importante que devemos tomar
em breve é o estudo do canal TREK-1 em um modelo de membrana como este (Figura 69),
onde poderiamos estudar se o melhor acoplamento do canal a membrana o faz abrir

induzido pela curvatura da mesma, como proposto em diversos trabalhos (Patel, et al., 1998).
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Figura 67: Grafico do acoplamento entre a regidao C-terminal e os lipidios da membrana.
Acompanhamos o nimero de ligagées de hidrogénio durante 100 ns de simulagao por MD para
o sistema controle (preto) e o sistema com POPS (vermelho).
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Figura 68: llustragdo do movimento oscilatério da membrana. Incluindo as moléculas de agua
para solvatar esta membrana, este sistema possui cerca de 2.5 milh6es de atomos tornando

sua simulagao impraticavel atualmente.

Figura 69: llustracdao do modelo de membrana de POPC curvada e com o canal TREK-1. O
modelo seria uma tentativa de reproduzir o efeito do dcido-araquidénico na membrana, que faz

com que haja a abertura do canal.

4.7 — O CANAL TREK-1 E O EFEITO ANESTESICO LOCAL:

Aboramos no primeiro capitulo o fato de que os canais Kyp, em especial o canal
TREK-1, também possuem um papel importante no efeito anestésico local. Em uma primeira
andlise do comportamento do TREK-1 na presenga dos LAs (Figura 70), empregando a

benzocaina estudamos o acoplamento da regidao C-terminal com a membrana. Para tal
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analisamos o numero de ligagdes de hidrogénio durante 100 ns de simulagdo, como
vinhamos fazendo nas outras analises, tanto para uma MD de controle quanto para a MD
onde incluimos os lipidios negativamente carregados. O resultado (Figura 71) indica que
existe um aumento substancial no numero de ligagbes de hidrogénio entre o canal e a
membrana. Este aumento poderia melhorar a sensibilidade do canal aos movimentos da
membrana, tornando o canal mais suscetivel a abertura. Porém evidéncias experimentais
indicam que os anestésicos locais agiriam fechando o canal TREK-1 (Punke, et al., 2003).
Uma explicagdo seria que trabalhos recentes sugerem sitios de ligacédo para os LAs no
TREK-1. Esta ligagdo poderia entdo ser responsavel pelo fechamento do gate do canal, ou

mesmo pelo “entupimento” do mesmo.

Figura 70: llustragao do sistema com o anestésico local Benzocaina (em laranja) e o canal
TREK-1 em uma membrana de POPC.
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Figura 71: Grafico do acoplamento entre a regido C-terminal e os lipidios da membrana.
Acompanhamos o numero de ligagoes de hidrogénio durante 100 ns de simulagdo por MD para

o sistema controle (preto) e o sistema com o anestésico local benzocaina (vermelho).

Este foi apenas um estudo preliminar que pode nos guiar em novos calculos com o
TREK-1 e os anestésicos locais. Estes estudos devem ser mais complexos do que os que
temos realizado com o anestésico geral Isoflurano, uma vez que a relagédo entre o TREK-1 e
o efeito anestésico local parece ser mais sistémica do que um efeito direto como no caso da

anestesia geral.
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5 — CONCLUSAO:

Diversos tipos de calculos foram realizados neste trabalho, em uma caixa d’agua, a
dindmica molecular nos mostrou que os anestésicos locais se comportaram da maneira
esperada, a TTC se mostrou o anestésico com o grupo amina mais hidrofilico quando
protonado, seguido da PRC e da LDC. Isto indicaria que esta seria a ordem na qual o
anestésico sofreria maior dificuldade em penetrar a membrana, o que concorda com os

resultados experimentais de ressonancia paramagnética eletrénica (EPR).

As simulacbes com anestésicos locais em membranas nos mostraram que a forma
carregada destes farmacos sofre maior dificuldade para atravessar a membrana, enquanto a
forma neutra devera se difundir na mesma com facilidade. A benzocaina por sua vez
apresentada apenas a forma neutra em pH fisiolégico porém se comporta como um
anestésico local carregado, também instalando-se na interface membrana-agua e
perpendicularmente a esta. Este resultado foi corroborado utilizando métodos de calculo de
perfil de energia livre para cruzar a membrana. Também testamos se este ndo seria um
efeito da simulagcdo por dindmica molecular por um método puramente classico. Para tal
realizamos calculos utilizando o método hibrido de QM/MM integrando o método CPMD com
o de dinamica molecular. Estes calculos indicaram que o ponto de equilibrio da benzocaina
nos calculos puramente classicos, era compativel com o que acontece ao utilizarmos

métodos quanticos, porém com uma energia de interagao um pouco maior com este ultimo.

O modelo do canal TREK-1 que apresentamos aqui responde aos estimulos
observados pelos estudos de experimentalistas, bem como segue a maioria das propostas
que fizeram para a forma de modulacdo desta proteina. O movimento de rotacdo das a-

hélices do canal na abertura do poro € comum em dominios transmembranares e
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observamos um movimento similar em outro estudo. Ao analisarmos o receptor
B—adrenérgico sob a influéncia de propranolol e noradrenalina, observamos um movimento

muito parecido das a-hélices transmembranares desta proteina (anexo 7.6).

Nosso modelo para o mecanismo de modulacao do TREK-1 indica que os estimulos,
como o estiramento da membrana, o meio intracelular acido e os anestésicos, aumentam o
acoplamento entre a regido sensorial do canal e os lipidios da membrana. Este melhor
acoplamento faz com que o canal consiga responder melhor aos movimentos da membrana,
abrindo o gate com maior facilidade. Estes movimentos da membrana s&o transferidos para a
regidao do poro pela a-hélice do dominio C-terminal e como isto é feito ainda nao esta muito
claro, principalmente devido a falta de tempo de simulacdo. Uma vez transferido o
movimento para hélice M4, esta se move de forma a girar as demais hélices do canal, em
especial a hélice M,. As hélices M, e M4 possuem um residuo de leucina cada, que
formariam entdo um gate hidrofébico que se abriria com este movimento giratério. Um
modelo que emerge de nossos resultados, para a abertura do TREK-1 sob efeitos fisicos ou

quimicos, esta esquematizado abaixo.

a / D
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Figura 72: Esquema representado o movimento de abertura do canal TREK-1.
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Apesar de todos os possiveis problemas com os modelos, acreditamos que nossos
calculos apresentam resultados que nos ajudam a compreender o mecanismo de
funcionamento dos canais Kyp € um pouco mais sobre efeito anestésico, tanto geral como
local. Nosso modelo para este canal de potassio € a primeira caracterizagao detalhada, em
escala atdmico-molecular, da interagao entre a regido C-terminal do TREK-1 e a membrana,
mostrando que o mecanismo de modulacdo destes canais deve estar diretamente
relacionado a esta interacdo. Também é o primeiro trabalho a propor o modelo de gate,
composto por residuos de aminoacidos hidrofébicos, e o0 movimento de rotacdo das hélices
transmembranares para que haja a abertura e fechamento deste. Temos, porém, em mente
que nossos resultados nao séo totalmente conclusivos e que o conhecimento por completo
do mecanismo de funcionamento dos anestésicos em escala atdmico-molecular esta ainda

um pouco distante de ser completo.
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6 — PERSPECTIVAS:

Os resultados até agora nos ddao um grande indicativo do mecanismo de modulagao
dos canais Kyp, em especial do TREK-1. Porém resultados mais conclusivos poderiam ser
obtidos utilizando a membrana com POPC:POPS em todas as simulacdes, por tempos mais
longos, de forma a ter um sistema mais realista. Pretendemos realizar estes calculos no
futuro, bem como os calculos de uma membrana curvando-se para tentar obter diretamente a
abertura do canal durante uma simulacao por dinamica molecular. Além disso, estes calculos
nos deram uma grande experiéncia para trabalhar com sistemas grandes e complexos que ja

estamos aplicando a outros sistemas, sendo que alguns deles seguem em anexo.
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7 — ANEXOS:

Diversos trabalhos em paralelo foram realizados durante o tempo de realizagdo desta
tese. No final deste trabalho encontram-se anexos os artigos publicados ou em
desenvolvimento para serem publicados, bem como alguns comentarios sobre os demais
trabalhos em andamento. Também ha um capitulo para uma breve descricdo sobre o
sistema de computadores que implantamos no Laboratério de Modelagem e Dinédmica

Molecular e que nos ajudou a realizar boa parte dos calculos contidos nesta tese.

7.1 — Artigo publicado;

Bernardi, R. C., et al., (2006) — Theoretical Studies on Water-Tetracaine Interaction.

7.2 — Artigo publicado;
Bernardi, R. C., et al., (2007) — Water Solvent and Local Anesthtics: A Computational Study.

7.3 — Artigo publicado;

Bernardi, R. C., et al., (2007) — Density functional and molecular dynamics simulations of
local anesthetis in 0.9% NaCl solution.

7.4 — Artigo publicado;

Bernardi, R. C., et al., (2009) — Molecular dynamics study of biomembrane/local anesthetics
interactions.

7.5 — Artigo aceito para publicagdo (Quimica Nova) — Colaboragdo com o departamento de
fisica da Universidade Estadual de Londrina;

Gobato, R., et al., (2010) — Estudo da Dinamica Molecular de Agregacado de Benzocaina em
Solugao Aquosa.
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7.6 — Artigo em fase final de preparo — Colaboragao com o IQ-UFRJ;

Hoelz, L. V. B., et al. — The B1-adrenoceptor activation mechanism.

7.7 — Artigo em fase final de preparo;

Bernardi, R. C., et al. — Study of the free energy profiles of ethanol as drug vehicle for small
molecules.

7.8 — Artigo sendo escrito — Colaboragao com o Instituto de Bioquimica Médica — UFRJ;
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FIGURE 1. Schematic represamation of tetracaines in
the protonated form, comesponding to the minimal en-
ergy structure chtained from DFT caloulations. In the
unprodonated fom, the atom 26 is absent. Region | of
TTC is the alphatic group, containing atoms C24-521.
Regicn |l is the aromatic rfing plus the s=condary amine,
oomesponding to atoms COE-H12. Region Ml is the es-
ter group, from eboms CO1-C16. Bsgion W is the temmi-
nal tertiary amine, ranging from atoms C17-H25.

Intreduction

he action of anesthetics of local use (LAY has

been the object of several experimental snd-
ies. The dominant hypothesis is that in the unpro-
tonated form LA crosses the interface of mem-
branes, while the protonated form anchors in the
membranes surface. The hypothesis came from the
study of physcochemical and pharmacologioal
properties of the molecules, such = their eledro-
negativity, pk, value, and data from electron para-
magnetic resonance (EPE) experiments [1-4]. De
tailed structural information about LA iz no
awailable from crystallography, mainly because of
the difficulty in cbtaining crystals of the material
using conventional techniques.

Among several LA, tetracaine (TTC) {Fg. 1) is
the subject of our attention. TTC is an amino esber
unstable in water solution; thus, it is difficalt for its
structure to be well undemstood. The molecule has
an ester group linking an amine group to an ano-
matic lipophilic ring. Variation on the amino or
aromatic groups changes the chemical activiey of
the drug. The aromatic ring is soluble in lipids, and
this should be important for the penetration of the
anesthetic molecule through the lipid bilayer of the
nerve cell membrane. In contrast, the amino group
is water soluble, making possible o dissolve the
micdecule in the cellular aquesus envircnment, al-
lowing TTC to remain in sclution on either side of

the nerve membrane. The role played by the anes-
thetic moleculs is related to its distribution on both
sides of the cell membrane, and this should be
dependent on its protonation state. The pE, of TTC
is =85 [5], indicating that in the physiological en-
vironment the concentration of the protonated form
is higher than that of the unprotonated form. When
the pH deceases the anesthetic action diminish,
indicating that the unprotonated form should be
preferential o its physiological activiey.

In any given solution of anesthetic, the molecular
structure shifts betwesn two forms that exists in an
equilibrium dependent on the exact pH of the =o-
lutor. In the present work, we examine the struc-
tural characteristics of TTC in different protonation
stabes, obtained from calculations using the density
functional theory {FT) method. The reuls from
quantum mechanical caleulations were used o per-
form molecular dynamics (M) simulations of TTC
in the presence of water solvent molecules. To
study the interaction of the moleculs with the ague-
ous mlvent, we examined the radial distribution
function {rdf), referred to as glr). Despite the fact
that glrl was caloulated for all the atoms analywed
in MDD simulations, we made the option to plot the
ir} function for groups of atoms representative of
different regions of TTC. We could then identify
possible regions of high or low affinity for water
molecules. The reuls allow us o foresee the be
havice of the two forms of the TTC in the physio-
logical environment nearby the cell membrans.

Materials and Methods

Initial geometry for TTC was established starting
from it strwctural foomula, impesing the planariey
of the berzene ring for the two possible protonabed
and unprotonated foems. For quantum mechanios
calculations we chose the DFT BILYP at level
6-31G* [6-9] in the Gaussian package [10] and the
calculations, made after choosing the chelp G
method, provided the charges [11] corresponding
to the ground lowest-enesgy conformations struc-
tures for both protonated and unprotonated forms
of TTC and the geometry used as the starting con-
figuration for MDD simulations. The dyramical stud-
ies were carried out using the Gromacs computa-
tional package [12] in the NPT ensemble in a water
environment {water SPCT1E), E.'au'.ng the number of
molecules B, the isctropic pressure at 1 bar, and the
temperature T of the system at 300 K[13,14]. In the
CGromaos package, the groups CH, and CH, were

1278

Rafael C. Bernardi

WOL. 108, NO. 5

164



THEDRETICAL STUMES OM WATER-TETRACAIME INTERACTION

treated as united aboms and the other atoms were
explicitly repressnted.

The simulatiors were run for a ol of 500 ps
dynamim, and the Cromaes parameters for charge,
interatomic distances, and bond angles were mod-
ified so that the initial structure for M1 simulations
corresponded o the resules of quantum mechanios
clculaticns. The parameters for the united atoms
CH, and CH; were obined adding the charges of
the corresponding carbon and hydrogen atoms, and
the positiors, bond angles, and adjacent atoms are
the same as those of the carbon.

Hesulls

The resulis for atomic electronic charge cbiained
from quantum mechanical caloulstiors (Table [} in-
dicate that most aboms of TTC have only small
miedifications due bo the protonation of the M-ter-
minal. 1t is noticeable that the proton chasge added
to TTC in the prowonated stabe is distribubed
throughout the molecule, =0 that all atoms nega-
tively charged in the unprotonated molecule had
the addition of some positive charge, decreasing its
ab=solute value. The modification near the N-termi-
nal is more dramatic, so that the Nitrogen changes
its charge from negative to positive. In minor ex-
tent, the ester and ehe aliphatic chain are also af-
fected (Table 10

The =fecs in the molecule solvation properties
dus to the modifimtions in the eledronic strucure
upon  profonation Hon were  examined
throagh the gir) function, which descibes the average
sohvent density pir) at a distance r from a given solute
particle. The presence of an aiom at the origin of the
smaller than the radius of the first coordimation shell
corresponding to the: first mesimum in gl The pres-
ence of the first coordination shel tends o exclude
partices ar distine= doer than the rdius of the
:nn:n:l coordination: shell, where gl ha:l another
ris larger hnﬂtrmw&mﬂ:mb:hmh
particdes. At distances larger than the cormelation
length, for uncoerelated partides gfr) is sgual o one.
Cnrdduilg&::njvmtuwamrnﬂmﬂuwluuaf
#ir1 of =1.0 indicate that the atom or group of atoms
in the region under corsideration s hydrophilic, and
valws off <10 indicate that the analyzed region i
hydrophobic

To make aralysis of g{r) more comprehensible, we
divided the molecule in four groups of abms (Fg, 1)
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TABLEI
Atomiic oharges for tetracaine obtained from DFT

Gous sian (3 packags.®
Abom Charges
Mo Type® Protonated Unprotonabed
1 c (B6843 070758
2 c —020E663 —0.20587
3 c — QU205 oi1s
4 HC fuaga 007277
5 c 001830 0ER20TE
& HG OLCHeEs DOEF0E
T c —02B067 02772
B HG 0u11505d 1608
G c —031160 -0 R2FEe
10 HG 14124 013001
11 c O4b80d 046540
12 M —OuE2E2 —0.68327
13 H e ) 02500
14 Q — 050671 —0.53881
156 e — 0420 —0.47961
16 CH, oaieEs 03052
17 CH, 117 020776
18 ] 003401 —0.46018
14 CH, ER -] 02842
20 CH, 02061 012843
| CH, 26163 025616
22 CH, 026163 025616
23 CH, ERAL7E Ee) 006706
24 CH, —0U01865 —0aT4s
25 H 028275

* Mumbars of stome refor iD- corrsntion acdopiod 0 Figure 1.
® &fom typa comecion: C- e Carborc HG: Hydioogen
boand 10 Carbor; M papSido Mitrogen; H- Hidrogen not
boaund o Carbors O carbomyl Cwigen; Owc hydroyl Conger;
CH,, CH, allphatic CH,, or GH, qroup.

The region [ is the aliphatic chain comresponding to
atpares F1, 72, 73 and 24 in Fgure 1; the region 1
contains the secondary amine {(atoms 12 and 135 and
the benzens ring (atoms @2-11%; the ester group {as-
oms 01, 14, 15, 16} forms the region [0; and the region
IV corsists of the tertiary amine, made by atoms 17,
18, 19, and 20, plus the hydrogen atom (atom 25, in
the perotonated molsoube. This last region of TTC mal-
ecule has peculisr properties and we wsed indepen-
dent plots of glr) functioms for CH, atoms and the
hydrogen atoem added o the molsoule

The plots of gir) show that solvation properties of
regicens [, 11 and I of TTC are noe significntly mod-
ified with promoration/ deprotonation (Figs. 241 Fig-
ure T shows that the ploms: for the region 1 of unpro-
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FIGURE 2. Pt of radial distribagion funclion For the aliphatic region [Region [) of TTC. +, protonatsd TTC; #, wn-

protonated TTC.

tonated TTC (curve #) and protonated TTC fowrve +)
are similar so that the traces are indistinguishable The
7 function has a peak with inbensity 1.1, at a
distance: of 14 nm (Fig. 2\ These values indicate a
wenk hydrophilic character in that region of TTC.
The region 11 is dearly hydrophobic the glr)
function of the unprotonated molscule fourve # in

134
1.2 3
1.1
1.0
IEE
i

[
Eua-

ns -

024

Fig. 31 does not present any peak, and its intensity
is < 1.0 even at distances bowater molecules as Large
a5 1.0 nm. Since gir) determines the average density
of water molecules at a coordinate r relative i this
region, we could say that region 11 is hydrophobic.
The same hydrsphobic character is present in the
protonated molecule fourve + in Fg. 3), where the

# LMPROTCRATED
i PROTHATED

L] L] L) L] T 1
g% O0E 0T OB DB 10

r (nm)

FIGURE 3. Plot of radial distribation function for the secondany amine and the benzene ring [Region 1) of TTC mol-

soule. +, protonabsd TTC; #, unprotonated TTC.
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FIGURE 4. Piot of radial disiribation function fior the estsr group [Region 1l of TTC molecule. +, protonated TTC;

#, unprotcnated TTC.

intersity of gir} function takes values near w10
only at distances near 1.0 nm from waber molecules.
Tha plots for ths regicn I shows that tho estar
group of TTC has the same hydrophobic character
both in protonated as unprotonated forms (Fig. 4),
the differ=nces being irrelevant to the behavior of
the molecule in the agueous environment The
small “peaks,” with intensities of <020 in unpro-
tonated and protonated TTC, at 018 nm from
weater solvent,_ are due to carboxyl oxygen, and have
minar effects in the hydrophobic/hrdrophilic be
hawior of the molecule

In contrast to the others, region IV, which corre
sponds o the tertiary N-terminal, changes sig-
nificantly with protonation/deprotonation. That
region is only slightly hydrophilic in the unprote-
nated molecule and has high hydrophilicity when
TTC s piotonated. The gir) function of the amine
C-terminal atoms display this change in the affinity
o water: in the protonated molecule tere are peaks
with intessity greaper than the normalized value at
distances of 035 nm (curve + in Fig. 5 In contrast,
in the unprotonated molecule the peak of gir),
prescnt ol s dintzrce, hove tntenaitics near o or

less than the normalized vahoes (curve # in Fig, 5).

Conchisions

The methods employed in 0w @lculations
proved wseful to describe the non-homogensous

character of TTC with respect o it affinity to the
water scivent molecules. We could identify differ-
ant ragicna of tho moleculs with varind degres of
hydrophobicity and the modifictiors in the affinity
to water capsed by changes in its state of protons-
tion. The unprotwonated TTC hes a predominanty
hydropbobic character, clearly pressnt not only in
the aromatic ring, but also in the esier chain, while
some small affinity to water is presest in the region
of the aliphatic chain and the tertizry M-terminal
O the ather side, the protonated melecule acquires
hydroptilic character not only in the aliphatic chain
terminal but alse in the tertiary M-t=rminal.
Despite the possible specitic interaction of TTC
with membrane proteins, the differences in hydro-
phobicity between protonated and unprotomasbed
forms are relevant to the interaction with the cell
membrane The resulis showr that the TTC molecule
in a water/membrane interface should behave dif-
ferently, depending on its state of protonation: the
neutral molecule will insert into the lipid phase of
the membrane, kesping the alighatic terminal
puinting b the more polar head groups; the pro-
tanabed TTC will have the contrnl arsenatic ring and
ester group penetrating into the noopolar region of
the membrane, and the terminals anchored in the
surface. The results are consistent with the propesal
of a mechanism of action pH dependent. When
both forms are present in equilibrium at the water/
membrane interface, the protonated form would
penetrate less inte the membrane, compared to the

INTEERMATIORNAL JOURMAL OF OUENTURM CHEMIETEY 1=m1
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unprotonated form that can go further inside the
bilayer. However, the deceass in the anesthetic
action of the molecule lowering the medivm pH,
miore than a result of general changes in the degres
ufpﬂ'hz‘h'atinn of TTC o the membrane. can be
related to the pesitioning of both aliphatic and M-
termiinals of the anesthetic in the polar region in the
surface of the membrans.
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ABSTRACT: There are various experimental shudies regarding the bodcity and the Hme
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and physicochemimal properties. Although a detalled micosoopic analysks of the ool
anesthetics would onirute fo undersianding these properties, thes are relatively fow
theontical studies about these mokoules. In this antide, we present the s=ults from
caiculatiors perfonmed for theoe local anestheticr ietracine, procaine, and Bdooine, both In
their charged and uncharged forms, In aguecus envisnoment. We have used the dersity
furctioral theory and moleoular dynamics simulations o shady the structural dramscierstics
of thes: compounds. The mdial distribution funciion girl was used o examing the struchime
of waler malecules surrounding different reglors of the: koecal anesthetics. We demaonstraled
the nonhomogeneous character of the anesthetics with respect to their affinity to waber
sohvent mokecules. as well as the modifications In their affinity 0 water caused by dhonges
In their charge stste. We also observed that the binlogicl potency of the anesthetics s mone
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Intreduction

ocal anesthetics (LAY n clinical wse are artiary

armes and, despite thewr dufferent strucheres,
share chemical features that are relevant to their
biologic] function: an aromatic ring, a polar group,
and on ionizsble omine with relofivcly high plis
values of 7580 [1]. Corsequently, in a physiolog-
ical mecium lom! anesthetic catiors partially disso-
date info charged and un-harged ‘orms, ina pH-
dependent process. It has been shown that strongly
hydrophobic charged anesthatics wers easily parti-
tioned into hydrephobic environments such as sur-
face-ad=orbed films and micelles, wheress weakly
hydrophobic charged anesthetics were hardly or
not partitioned irto such environmenes [2, 3] Since
lezal anssthabic molsouloe miuet ba trarecfarred froen
solution i the hydrophobic envircrment of biolog-
ical membranes o give rise o anesthetic action, it is
edfgemad that th= uncharged foem: of LA, seppos-

y stmngly hydrophobic, are necessary b the

physiological activity.

LA are also known to induce their anesthetic
effect by blocking Inward sodiur ranspot and
therefors, the action potendal of axons 1], ard par-
titicning into the lipid bilayer e modulzste the
mrcean rf TA ko theie hinding aites in Bad channnls
[4, 5]. Thes mol=cules are also krown to End o
other membrane probeins, affecting their fune-
tion [6], and o interact with membrane lipids, al-
tering their organizational propertes [7-10] Such
changes in biological menbranes could interfere
with lipid-protein interacions, leading o protein
wonlvavativeal deanpes that may ceflev va e
activity [11, 12.

Althcugh studies conducted ar physiclogical pH
have indicated that loml anesthetic activity is re
lated to the protonated form, the importances of the
uncharped speci=s has been increasingly recog-
nized in view of the presumed existence of 2 bind-
g =mie for the local anesthebc deep
inside the hydrophobic membrane core |4, 5] and a
promounced part toning and pemba.tm of Bpid
bilaycr argoni for I d loenl anothickc
species [13]. A correlation is .:].-m:ren:-g;mz-ad be-
tween local anesthetic hydrophobicity, potency,
and Eooddity |14, ]5] .:.n:l it = bieved that the
stronger binding of the uncharger species to the
miembrane woulc ]:!rnl:e-:t L& from blocd clecrance,
justifying long lasting anesthesia [H].

There are rero saslc dases of LA: amino-zmides
and amno-=sters Tetracaine (TTC is an eser de

woL 1oy, NOL 7
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FIGUFRE 1. Schematic representation of the bcal an-
matisticn in chargesd Srem end with nomecsted shore
The GHn are grosped overthe carbom ahoms.

rivadve of p-aminobenenic acid In which a burcyl
chain weplaces cnie of thehydrogens on the 3-amino
group. Procaine (PRC) is the eser derivative of
p-aminchenxoic scid and disthylami } 1. Li-
daocaine (LIC) is an an'l.L'l.nH:h.],rla.ludz (Fig. 1L The
physicechemiczl behavicr of LA is a consistent and
somewhat precictable hnction of their stactures,
wheress dinically, the potency is defined
by the total mess (or moles) of drug required
relisve or prevent pain, produce motile numbness,
w et il ol syespatletive ok activity.
By comparison, TTC i approximately 10 times
mare potent than FRC, while 1C hes approxi-
mately twice the potency of PRC [16]. LA molscules
with larger alkyl groups on both the tertiary amine
nitrogen and the aromatic moisty show greater hy-
drophobicity and pertwbing effects on the lipid
bilayer order according © the order betracaine (es-
ter type) = Gdomine {amide fype) > promise (ester
rypel, which is in agreement with the dinical po-
tency of the LA [9)

Diespite the accumulation of experimenal stud-
ies about the molecular mechanisms for zction of
LA, nct much wack has been deveted 1o theoretical
competation of those molecules. A recent report
gave some insight regarding the structure of the LA
tetracaine and i pharmacological action through
calculzdons pedformed using the densiry funclonal
theory (DFT) method [17] The results indicated

OO0 10,1002 7cua  THTERNATIONAL JOURHAL OF QUARTUR CHEMISTAT 1643
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that the molecule has regioss with different degrees
of hrdrophobicity, and the pH dependent activity
of TTC should be analyzed in view of local changes
in different regions of the molecule rather than in
terms of general effects on the hydrophobiciey of
the molscule as a whole.

In this work, we studied the struchural charze-
terisics of tetracaine, lidecaine, and procaine in
prownated  (charged) and deprotonated  fum-
charged) states using the DFT method. Ab inilio
clculations wers made o sbiain the geometry and

of each atom to be used as starting points
for molecular dynamios (WD) simulations. To eval-
st the mffertn af waker enbesnit on the [lmprrﬁnri‘
LA molscules, we examined the radial distribution
funcion (RDF), known as gt} fundtion, and oe
formation of hydrogen bosds which allowed usimo
identify regions of high and low water affinity. Tae
resuts yield us elements o investigate the behayior
of the LA molecules in an snvironment resembling

the physiclogical medium, as well as a comparison
with sefecred experimental resules.

Materials and Methods

The geometries found in the literature were wssd
2= initial inpuis for the structure caloulations, and o
obtan a low state we i a-
narity of the a:unuh?:;;dTh: uphmmdw .
lar geometries for both protonated and deprodo-
nated forms of the LA wee cbeained by the DETS
B3LYP method with the 6-31G" basis set [18-22].
The atoemic charges were fitted to reproduce be
molecular  electrostatic  potential | through  oe
ChelpG scheme [23, 24]

Ths MDD studiss wors mades using ths CRO-
MACS package [25]. The GROMOS 43a] parameser
set was used with modifictions o charges, bond
angl=, and distances, acoording o the ab inilio
resu'ts. The molecules wers solvated with SCF wa-
ter model [26] in @ cubic box and simulabed in a
NPT ensemble. The systens were thermodynami-
clly coupled toa 300-K bath and pressure coupling
was ar 1 bar [27, 25] FElcoesmodc and van der
Waals interactions were considered to a “cut-off of
1 nm, and the simulation Eme-step was st o 2 5
An initial energy minimizztion was carried out fol-
loweed by a 500-ps simulation to equilibraze all sys-
tema before a production un of 5 ns.

The relation betwesn water solvent and LA was
analyzed using the mlrulaion rom the ROF of te
dynamics. The gir) functon is defined as the aver-

T5dL THTERNATIORAL JOORHAL OF QUARTUR CHEMIZTRY
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age radial density of a certin observable o a dis-
tance r from an origin that provides an insight
regarding the local structure of the surrounding
media such as hydration shells for 2 solvated mol-
ecule. For r larger than the correlation distance, the
EDF decays to the media density, usually normal-
zed to one. A statistical approadch o the glr) func-
tion can yield the potential of mean force (PME),
indicating the force betwesn the atoms of interest
The PMF fundiion is defined as: Wir) = —kT In gir),
whereas the foroe can be cbiained by the gradient
of this functioa. If glr) is higher thar cne, In gfr) is
greater than mero and the potential i attractive On
Hﬂrrﬂﬂrrh1nﬂ_i‘3ﬂr}i!|nwrﬂ1mm_ﬂ1r[rﬂrﬂ-
tial is repulsive. The number of atoms contained in
a shell is obtaived by integrating the function dmpr®
girl in the appropriate distance interval [29].

However, in addition to the amplitude of gir),
the distance r of the first hydration shell is also
necessary bo analyze the type of interactions be-
rween atoms o molecules. In polar groups for in-
s@noe, a hydrogen bond oocurs ar cwe lmir of ¢ =
035 nm connecting donor and accepior, with bond-
angle tolerance of 30F. Considering these parame-
ters, we made a timedependent hydrogen bond
calculation. The evaluation of the BD¥F and hydro-
gen bonds shows the possible alloccation for the
water coordinztion shell around =ach atom pruenl:
in the LA, allowing us to anal yze the b
rqrpathEanpmanUIUﬂm[};,uwdlu
of the LA as a whaole.

Hesults and Discnssion

ATOMIE CHARGES

The calculaions performed with the ChelpG
method demonstrated that abomic charges in all LA
malecules did not change significandy with promo-
nation. The only relevamt modifiction was ob-
served at the site of protonation (Table IY; the
charge of the ritrogen of the amine Erminal {num-
bered W17 for LIDC, M19 for FRC, ard M13 for TTC
In Flg. 1} charged from approxtmaedy —0.5 e for
the deprotonated LA to a slightly pesitive value in
the profonated state. A small osdlltion of charge
values were also found on carbons that are first
neighbors of protonated nitregen. A similar result
was already reported for TTC [17].

The solvation properties of the LA molscules
were analyzed using the gir) fundtion, which de-
scribes the average density of the solvent as a func-

LA foioo2/qua wOL. 107, MOL T
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TABLEI
Charge walwes for each atom from anesthefics, cakulated wia Chelp on BIYPMS-31G" quantum
alculations.
Ldooaine Procaine Tetracaine
fom Meutral Changed Siom Kesutral Charged Etom Meutml Charged
G —0.25368 — LN E33 0 (61308 DE2TH Cin 0.707ed 0.66843
HIG rn LT A A ot VAL ) L ke —D2Unas —0 20
a3 —0197T7e — 142 03 L0140 oiTe Coa QUD20TE 0.01830
K 011432 11343 404 C.OB729 D02E0 Hid (UOBTOE 0.08335
05 —024T12 — 1L e 1 —-C.0ET =0.00240 Cos oa1118 —-0.02108
i DI2660 113661 406 (054 010058 His QOTETT 008243
o7 09486 L0246 T — {26354 -0.22002 CoF —0U327TES —-0.311560
G 071306 103003 J08 iz D4BE2 Hos 0.13001 014134
G 011980 114153 e L2735 021234 ] —0277Ed —028067
10 =008 — 100295 410 12052 014786 H1o 0011 6 017195
11 038880 103614 11 C.AT1852 0E0124 C11 (LABE40 0.45804
Wiz —0.52452 — 144375 Hi2 — .05 -0.55088 W2 —0U5A32 —0.62812
13 0F7a20 Lanar 413 (34808 043570 H13 (LA2E00 0.32542
14 053810 LE24E 414 Cadadp 043487 014 —(U538E1 —0.626T
o8 —049268 — 149600 e - 48758 -0.64580 16 —0L4TEE —0.4282)
16 07472 —-L04148 6 - AR -0.28714 GC16 La0Ex2 031663
K7 —0.55192 111673 7 2T hai0ee Ci7 020775 01378
18 LS Fiy] 1LNEa0 e Cigai2 0.07EET W1a —0L46019 0.02400
19 024307 133350 §14 —.BE2ES filleg b ] Cia 012843 0.18885
G20 =074 —1.00114 220 Ceean 014408 Cx 12843 020881
& —-0.Mme LE200 =21 (26540 a2 C 026615 026163
W2 0 g 2 — L0860 D.044ED Cx —u01 B2 .00
23 - C.07TE05 003387 C& QUOETOS 0.06802
424 0ansd Cad —0L037T44 —0.01958
H25 028275

Tha aioms. namisers an tha same as thosa in Figur 1.

tinn of the datance ¢ heheren o given whoum, oo
goup of atoms of the modecule, and an atom from
the solvent. Considering the sclvent s water mol-
ecules, if the values of glr) are greater than 1.0, the
ragion arcund the atoms under coesideration s
hydrophulic, otherswese ot 15 hydrophobic.  gi:)
greater than one implies tat the local mean density
at the distance ris higher than the volume density.
Furthermore, if the distarce of the first peak in g+
i greater than 15 nm_ th= L] hias 11],n'|n1|_1hr|1-rr
characteristice. We selected atoms or groups in the
L& mobscules o perform the analysis, as follows
To undersand how the water srvironment pe-
larizes the anesthetics [30], we made calculatiors
m UL, using the Unsger conbnuum sobvaton
model. The values of the charges chtzined for each
atom are very closs to the charges @lculated with
the simpler methods which neglect polarization &f-
frtn Sromin modifirstinne wers rhasrend for are-

woL. 107, NO. 7 Lol 101002 qua

Rafael C. Bernardi

maHe ring rarhee atnma hrwever, the differenes
with the ChelpG charges is small. The bereene ring
is a nore hydrophobic part of the TTC molecules
and the variatiors in charge should not affect the
girl obtained without the polarization efects. As
the kzter caboulation 1s hme consumang, 1@ was not
repeated for the other anesthetios.

PROTONATION SITE OF LA

Upon changes in the pH of the medivm, a hy-
drogen ion can be associated 1o or disscdated from
the nitrogen of the amine terminal. For thethres LA
in the protonated state, the plot of glr) funcions
suggests the oocurrence of water shell coordmabon
arpurd that hydrogen atom (Fig. 20 The amino-
ester fype anesthetics FEC and TTC preseated sim-
ilar results, with the first peak in gir) nesr o 019
nm, seggeshing the frrmatinn of 11].l|'|n1g.|-n hevned
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FIGURE 2. Plots of gfj for the hydogen atom in-
wolved n the protonaton of LA The distance edemio

axyqgen alom. The inset shows ofr) extended o the
vl coed lind sodvelivan heyors, & iopreseils TTO,

W represanis PAC, ard < represents LODC.

between the H atom and water oxygen, indicatiag a
ez Y |.:|uJ.|.u|_.l|.u].u. esviiiused b Usal :ql-uu. lia
TTLC, the second anc third peaks in g} are dightly
doser than that chserved in the other anesthetios,
{see Fig. 2, indicating that it has a more intense
attractive interaction with water For the amino-
amude type anesthebe LA, the frst peak in gir) 1s
less intenise and lomted at a larger distance om-
pared o the other anesthetios. In that moleculbe, the
:'-el.a.ﬁl.nﬂ].' short distancs betweea nitrogen in the
oup (atom W17 in Fig. 1) and carbonyl
TmmDISmFLg.]'Idh:ruuuﬂmﬁarieuf
'Il'u: hydrogen, reducing the attractive interaction
with water moleoules.

The first sharp peak in glr) of FRC and TTC also
indicates the presence of an organizsd water struc-
ture, suggesting that some water molecules remain
near the H atom. The analysis of the amino terminal
groups, using a time-dependent hydrogen bond
cleulation, reveslsd a high prevaence of hydrogen
bonds with wotcr relccule bor the charged forma
molecules, the prevalence was nuch lower, TTC
258% and FRC 4.6%. The same hydrogen bonds
analyss for LOC revealed a lower value than that
observed for the amlno-eseers, 1% and 1.5% for
the cherged and uncharged forms respectively. The
hydrogen bond profile rationaliz= the differeces
found in the EDF peaks and reinforces the rele
vance of the charge state to the peastration of L4 on

forms is visibly hydrophilic.

CARBONYL (0N GEN

The glr) hunction tor the cardony] oxygen (num-
bered 14 in TTC and 15 in PRC and LIXC, Fig. 1) is
dependent on thestate of protonation of the LA In
the deprotonated stab= of the amino-esters TTC and
FRC, the carbony! oxygen hyd-ophilic character is
ﬁi&hﬂhdb}'ﬂﬂ?ﬂﬂlﬂpﬂﬂk}& r) located arcund
0175 nm (Fig. 3\ The same peak at 0175 rm ap-
however, it intensity is signi Lloweer than the
wvahwe nlerrved e T and PR ﬂ-l_lg % Sinee
LI is an aminc-amide, the participation of car-
bonrl oxygen in the bond involving the nicogen
amide of the aromatic ring (M12-C14-015 in Fig. 1)
seenms bo decrease its affinity to solvent water maol-
eeules

The protonation of TTC and LDC chanpes the
polarity around the carbonyl cxygen, enhancing the
local hydrophilic:y, as indicated by the increase in
the intensity of the first peak of gfr) functios (Fg
3 an opposiie effect, however, was observed In
PR, whose gir) function presents a small decreas=
in the intensity of the first peak when the molecule
is protonated. The red uction of the first peakin gir)
for PRC (Fig. 3) reflecs I:hc:ma]l.d:mrﬂ
in the ge di on 015 (Table 0}
twisied structure of the molecile, which decreases
the affinity to water, and the steric restrictions o
the presence of additional solvent near o the water
ooordination shell alresdy circomventing  the
neighboring H24 atom. The most significant

FIGURE 3. Plots of gjri of cooygen carbomy atoms.
The distance refers to hydrogen alom of water. & reg-
ressats charged molecules and W represents un-

chargad moleoules.
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FIGURE 4. Piats of girj for the region of the aromatic
ring. The distance refers io the center of mass of water.
& represenis charged molsculss, whils W represants
uncharged molecules.

changes of charge diswibubon affecting the
carbonyl oxygen atom were found only on FREC
{Table I}

ARDMATIC BING ANI AMIPND TERMINAL

aromatic region of all LA is consistent with the
hydrophobicity of the aromatic group. There are no
discernible peaks, and the intensities are always
below 1.0 even at large distances from the origin
{Fig. 4). In the same figure one can see thar the
hydrophobicity of the aromatic region in TTC has
low sensitivity to the protonation state of the mol-
eoule and a small decrease in the intensity of glr)
was obssrved in PRC and LD, which becomies
more hydrophobic with bonding of 2 hydrogen
atom fo nitrogen amine.

In the region around the CH; growups of the
amine terminal, the protonation state of LA can be
an importane factor influencing the arrangement of
the water solvent molecules. In the deprotonated
LA, the first peak in glr) & lomted ab distances
larger than (.35 nm and the intensity is near o or
below 1.0, imdicating a hydrophobic envircnment
{Fig. 5). Among the LA investigated, TTC is the
least hydrophobic, which may be attribubed o the
greater proximity of CHy to the nittogen atom of
the amine group, whereas for tetracaine it is a dim-
ethylamine and for FRC and LI they are diethyl-
amines. On the other hand, the protonation of ni-
trogen amine inoeases the hydrophilicey in the
CH, terminal as pbserved by the raise in the intens
sity of the first peak in gir) to values above 10,
sharpening «of its shape, and slight decreass in the

WOL 107, .7 [hl 10.1002qua
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WATER SOLVENT AMD LOCAL ANESTHETICS

distance from the origin (Fig. 5). Another indication
of increase in hydrophilicty of CH; groups dus o
protonation of LA is the decrease in the distance of
the second peak in gir), and the most prominene
effect is observed for TTC. It is also noticeable thar
enhancement in hydrophilicity due to protonation
i mars seident in LODC than FRC.

The RIJF of the amine terminal of LA is shown in
Figure 6. The plots of g{r) unction indicate that the
deprotonated amins group as a whole is hydropho-
bic. The highest hydrophobicity was observed foz
LDC, follwed by FRC and TTC. Im the charged
malecules, gir) functions indicate a small contribu-
tion of a hydrophilic comnponent at short distances,
around .20 nm, although the hydrophobic compo-
nent at langer distances above 040 predominates in
the plots (Fig. &).

= 8
= a6

[TE

ni
a1

an
oo = k] [=he | i (B 15

T
FIGURE 5. Plots of gjrj for CH,, amine terminal. The
distance mde=rs o the center of mass of water in tetra-
caine [&), procaine (7], ared lidocaine (34 top: the
chargsd mole-cules; botiorm: the unchanged anesthstios.
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FIGURE&. Piots of girj for the entire amine t=minal.
The distencs refers to the center of mass of water. &
represents TIG, W represents PRC, and & represents
LDC.

Condusions

The results discussed indicate the nonhomoge-
neous doracter of LA with respect to their affinity
to water solvent molecules. It was possible o iden-
tify different regions of the moleculs with degrees
of hydrophobicity as well as the variations in the
affinity b waber coused by in their
state effectively observed by de Paula et al |6, 13].
This chsarvation is relevant considering the inter-
action of LA with the lipids, which modulates the
physiological activity [8]. The lipid bilayer is also
inhomogeneous, with regions of different polarity,
varying from the hydrophilic interface with the
aqueous medium o the very hydrophobic inner
region [E].

Tetramine has an acyl chain bound to the p-
amino group, conferring a high degree of hydro-
phobicity. A general chssrvation was that, the more
hydrophabic the uncharged anesthetics, the higher
the physiological and hemolytic effects [9, 10],
whereas TTC is the most active compound . In ad-
dition, te deoeass in mobility of lipids at the
interface together with an increase in mobility in
the hydrocarbon region, was promoted by anesthes-
ics, the extent of effects following the order betra-
cine 3= lidocaine = procaine.

However, when analyring the different moieties
of the aresthetios, we observed that, in uncharged
form, the mest hydrophobic compound in the re-
gions of carbonyl oxygen, aromatic ring, and
methyl groups is LDC, an amide type anesthetic,
instead cf the ester type anesthetics TTC and PRC.
This result correlates with the detailed WME obser-

vations that changes in the membrane crganization
are promobed in greater extent by LI in compar-
ison with TTC [8]. The werification that different
regions of the lipid membrane bilayer respond dif-
ferently to the binding of uncharged anesthetics
[12] emphasizes the importance of the knowledge
of the properties of different regions of the anes-
thetics.

In charged LI and PRC, surprisingly, the hy-
droghobicity of the arcamatic ring incesses com-
pared with that of the uncharged anesthetics, an
effect which hes its counterpart in the increase of
hydrophilicty arcund the protonated nitrogen and,
for LI, in carbonyl oxygen as well Hydrophilic-
ity in carbonyl oxygen deceas= in FEC because of
conformational changes imposing steric restrictions
to the presence of water near that atom. As already
reported, minor changes in the aromatic ring ooours
upon protonation of TTC On the other hand, the
methyl groups in the amino terminal become
slightly less hydrophobic in protonated LA, 2 mod-
ification more evident in L. Thues, protonation of
anesthetics enhances the amphiphilic character of
the molecules, avoiding interpretations purely
based on the atribution of hydrophobic character
to uncharged and hydrophilic character o the
charged molecules.

Several properties of membranes such as inter-
face's charge density, hydration of the lipid bilayer,
intermolecular hydrogen-bonded network among
phospholipids molecules andfor protein mole-
cules, rotational mobility of the hydrocarbon chain
are altered because of the incorporation of LA into
membranes. In addition to direct interaction with
sodium channels, anesthetics may also interact with
membrane lipids, affecting properties such as flu-
idity with eHects on the transport of Ma+ and K+
in nerve membranes, leading to anesthetic action. 1t
thus becomes important o ke into account local
properties of the different parts of anesthetics such
as those revealed by our caloulations.

The potency of anesthetics is correlated to their
strength and the time necessary for the effsct o
ooour. Howeser, for the deprotonated moleculs, the
hydrophilic character is reduced and in the more
liposoluble form, the anesthetics” effect is weakes.
A the aromatic region is very liposoluble for all the
anesthetics, the regicn of amine terminal should be
very important o understand the process of mem-
brans penetration. We note in Figure 6 that the

form of TTC is more hydrophilic, fol-
lowwed by PREC and LI, This result is in agresment
with the sequence for the potency of the anssthetics

7648 THTERNATIONAL JOURNAL OF QUARTURM CHEMISTRY DWW 10.7002/qua WOl 107, N, 7
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and also with the decresing ssquence for their
pE=, indicating that the anesthetios’ character is
related to intrinsic properties of specific groups in-
side the molecules. With higher pEA, more charged
miolecules will be anchored on the interface waber-
miembrane at physiological pH. This may also lead,
in many cases, to destabilization of the membrane,
causing the reported hemolytic effects.
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ANEXO 7.3 — ARTIGO PUBLICADO (BERNARDI ET AL. 2007):
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Density functional and molecular dynamics simulations
of local anesthetics in 0.9% NaCl solution
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L Inireduction

The physico-chemical pompesties of local aneathetio
(LA} sach as terarame (TTC) procaime (PRO) and
lidocame (. figoe 1) have been of considemble
thearetical and evpaimental merest TTC md PRC are
amin-esiers composead of an ionizable amine, 2 polr
Eroap and an aomasc lipophilic ring. The amino groups
shonld be ahle {0 dissolve in the cellolar emvironment and
ramain on etha side of e nerve membrane. The
ammatic ring i soloble i Hpids which i imponan for
peneination throogh dhe bpid bikyver of e nerve cell
membrane. For amino-amide LT, an amide connects the
i pophi lic aromatic mng 0 an 2mine with @ edranizogen
i the carbonyl gromp (C—0L

In parficmlar, i@ in bedieved that the chage siote,
Iydrophobicity, hydrophilicity as well as She effacs of
ol venss play imponant roles in pharmacential] propertiess
which determine whether the anesthetic & capable of
ping Simagh the cdhla membmne, shozing down the

“Choerpumbng mihor Ered- by el ol chedl br

ions pattway, or ramain asached to the mface of the
cellnlar membrane ddemmining the poiency and extension
of the anesthedic [1-5].

Appaemtly, the moarged form & more capable of
Poing mside membrane, mean while, the charged malecale
ramains agached on the mterface. The anesthatic effect
cold come from both forms, baot m different ways, It is
possihle that the organiration of the chasged form womld
help is doclong on the oo chamme, smEng it dowm
Meamwhile, the mncharged LA conld disurran ge the lipids
fom the membrane, thos changing fe chamne] comfor-
matim and leading © @ anesthetic effect. Therefore,
here ax two ypofisic the fimtonerefem o the bnding
hetween immsmembrane proiein (on channel) and dmg;
the second one refers o the maracSon between LA and
membrane lipid s, changing their sioctore and closing the
oo channe] [4-3].

In s work we have nsed density fonctiona] denny
{DFT) mnd molecolar dymamics (MD) smolsions o
imvestigate TTC, FRC and LD with different proton aion

Moy Srslaree
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siates and concemmations of Kall solmions. We
dedermined radial dismribotion fonctions gir) for groops
of atoms n omder 0 examine hydmphohicaty, bydro-
philicity aswell as the imeraction of the LA with the Na(l
solvents. The MD simobfons aln indicae 2 sshle
imteraction hetween (0 of the solofion with hydrogen of

protomated form of the local mesthetics.

Rafael C. Bernardi

L Methodology

The compuoter models of LD, PRC amd TTC were
comstmocied hased on moleculyr sroctoes deposited om
CAS (Chemical Absmacts Services—hip oo oo org)
from American Chemical Society. Foreadh LA, fwo forms
werne il protonzded and 2 depmionated. The optimized
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Smsdadonr of LA in Nl nmn

molednlar genmetries wer obizined by qoantom medh-
anical (M) cakenlation with the DFTYEYLYT method and
the G515 hasis st neing Ganssian(s package [9=10].
The siomic chasges wee fitted io reprodoce e maolacalar
o acirosiadic poieniial rongh the Chelpls sdhame [11].

The polarizsion effecs of solvent on LA [11] wers
svalnated on TTC msing the Onsager conti moom sahvation
mod [12]. The obtained charges for each ainm were vary
dome in the charges cakoulated with the simpler methods
DFTREMIYP withom Onsager model) which neglect
polarization offects. As e lier cakulation i time
nsIming, it was not repented for the other LA

The MD stodies ware made wsing the GROMACS
padiage [13]. For LA and jons dhe GROMOS 45l
[14=15] perameter sed was meed with modifimtions o
LA partidl stomic charges, bond angles and dishnces,
acconding io the ab-imirio resolis. The LA wee placed in
the cmier of 2 cohic pedodic box, 45nm length, and
bydrated with two disinct solotions, one with pore SPC
water made] [16], and other with 0.9% Malll (27 Kall
moleanles o - 300 water molecoles varying higle with
LAy in 2 iotal of 12 simmlton systems. This =l
omncenraton fals imn the rmge of concenation that
have heen applied In pharmacological expesments [17].

The simulstions ware oumied oot inthe NPT ensamble
md the systems wem thermodyremicaly ooopled i
every step in @ W0K bath and pressore conpling was at
| har, with Berendsen models [18]. Non-honded
mteractions wers corsiderad in a oot-off” of | nm, and
the simuolation Gme-siep was st o 2 f5. An inifia energy
mimmizaion was camed oot followed by o 2ms
smulation to eqoilihote all systems bafore o prodoction
mn of Sns

The radia]l dissdhotion foncton RDF) know = gir)
fonction, is defined as the average radial demsity of 2
erizin ofsarvable 0 2 distance r from an origin that
movide mn iwight regasding dhe local stmawre of the
somoand ing media sodh as hydration shels for 2 sohvated
maleanle [19]. The piry foncton can be osed to dengfy
hydrophilic mnd hydrophobic groops and mgions of
offinity io the solvent as well

The smoawore for LA=0" complex for M @loo-
latioms was prodoced by placing the C17 stom in the same
bhond plane and 03 nm away from amine by drogen,
distance desived from MDD, and ap@mired by BILYP#-
JG**. Costraini were applisd & mambin e
profonaion soie of the amine. The MD simuoletion of
this complex was cumied oot after a | ns mon with position
resirainis (force comstamt = 1000 H.trnu]un':'r'r i
TTC={1" mmplex fllowed by 2 prodocton manof | ns
in the same oonditons described dhove.

X Fesults amd discussion
The charg e distribotion for the mvest gaded LA indiotes o

larger vadafion in amine mtogen for the charged
maleanles which is a resnlt of the avia hydmgen ot

Rafael C. Bernardi

mtaches o mitmgen (NIE, N19, and NIT i figore | o
TTC, PRC and L., respectivey). The negatve chargeof
N forthe LA in the neotral form o6 somes a positive chage
when the lcal anesthetics are charged, as showed in cor
previons work [E].

The mlgion befwsen solvent and LA was analyed
msing the calambton fmm the RDF of the dymamics. LA
cn e divided inin some wgions (figone 1) Theregion | is
atertiary amine{dimesh ylamine on TTC and diahylamine
on PRC and LD, the sscond region is esier for some
mesthetics, like TTC and PRC, and an amide for LI
The region 3 is singolar for each anesthefic buot an
aomatic ring is 2 common fesore in 2]l LA, The firs
wgion is of particolar inferest as the protomation sie of
minl e les and has impontant featores socdh &8 onondination
of waker shells and affnity to diffeent postions of
hinlogical membranes, and will be more mvestgaed for
all ghree LA

3T Region 1

The giry of waer for the amine hydrogen shows a
masnmzhle difference in the miensity of the firs pak
ffigoe Z). This intensity is lower in Nalll simolafions,
spFestng fis presence around this mgion or evem a
distorhance on the water coondnaton shell aroond this
mmine hydrogen. To owvestigate 2 possible nferaction
hedween the protom md 017 we mondiored ghedr mindmea]
distance throogh simobtion (fignre 3. The distance
distribotion shows that the C17 jon may occasionally
interact with the amine hydrogen, for all LA, The clse
distances ocoor within short Hiedimes, probably do= o
wenk hinding hetween C17 don and the LA [20-22] and a
Emitation of classim] mechanics to reprodoce electomic
effects tat woold sahilize this nteraction. To ovamride
this limimtion and check the possibility of a stonger
imteraction we perfomed (M cloabions wsing DFT
BALYP#-31 G for maore precise dat.

The geomedry optimizaton indicaed for TTC, a2
H25-C1™ distance of (L168 nm, dhe Chelpls chage for
07 was —06% and the H25 changes from 028 oo
012, Far PRC the HM <0 ™ distance was (L 150 mm, dhe
charge for (1 was — (L6 and forH24 chon ges from 0560
o (L] 2. For LD the HE2<(] ~ distance was (L1 E5 nm
wherms the HI 3=1 distance was 0225 nm, the chage
for C17 was —0LGle and ghe HEX changes from 012 &
005e The charge distribotion and the smaller distance
amon g these atoms sog gest the exisience of an nderaction
for these groops.

Im the (M calcobdion with (17, the giree LA folded i
differnt ways o wenkly bind o the hydrogen dhat
profomates the LA (figore 4). For TTC, only the amine
terminal is slighdy rotated o permit ghe H25-C1" bond.
In PR the amine rotaied anoond | 50 io aconmmodate the
H}M=C1" hond. Tn LIDC this same region ako notaed
mound 180 for the HEX=(C1™ hond and formed am
additional H13=01" bond (223 A} The oonformational
changes lowerad the intermal eney of the LA compamd
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o 5 imm et ons withom O, what sopgests itis afavorahle
interaction mnd sopports the eavisence of hydrochloric
fomns of these local mesthedics.

Using the mew confommation and charge valoes we
performed o MD only for TTC o test howe long will C1°
be commecied io the dmog in 2 pordy classica dvmamics
For this gysiem 2 Ins MD simuoldion with position
marants for LA-{ compler was camed out fial koved
by an oresimined Ins MD simulation The distance
bhetween {17 and H2S does not mmam onsimi with
(1.” going away from the LA in the fimt MD steps. In
this simulation we are irmding the sysiem clssically and
oot imposing my other consiminis o dhe reprodoce
LA bhond mimacton. As ooly the non-covalent
mteractions e comnsidered the charge difference
hetoeen the fwo groups 5 not sofficent io stshilize

the sysiem.

12} Region I and §

Amlogons oo pevicss work of anesthalics I pare
water solofion [E], the three LA imvestigated in this paper
are: movsly bydrop holic or weakly hydrophilicin mgions 2
md 5, the RDF which is indistinct from the waser sol vemnt
malysis idaz mot show). | general the prommated oimms
of LA are shghtly more hydrophilic than the deprotonated
maleanles. Region 3, charactesizad by the omaticring, is
dearly hydrophohic for all thme LA n both the protonated
md depmiomated forms in saline solofon =5 well as
water [3].

Rafael C. Bernardi

(W) el Eckvcmme (91

1the LA (kL p

4. Conclusions

k i moticeghle from this work that the pesence of Kall
affecis the protomedted form of e LA toming then inin
slighily more hydmphilic moleoles. DFT ad MD
@lmbions are meefol to describe the misractons and
predict praciticahl e ph amacolog ical mends for the LA with
salvent soloSions and ascist the development of madels o
explrin whereas the LA penetmies the o]l membrane or
mmain atached io fs sorice, and detamine the polency
md length of the mesthesia The imest gated LA shooved
a diffent degme of hydrophobicaty, ydrophalicity and
affinity tothe solvent sobmtion depending on the dharge of
the malecules, bl the pesence Kal(ll affec moly the
water shell aroond of amine-ferminz] of protonsed
molecnle. Tt is possible that, for heing 2 polar region, @
is mare soscepitdh e i Binding i0 MaCl and the probahiliny
of  local dissohance in the water coord maton shell i
grenter than in others porSions’ of the malecnlas.

With quantom daa we prpose the 0lkowin g mode], C17
atches o hydrogen of the champed spedies, neomaliring
the malecale charge helping itto pana=ee the mambrane
The L&A=~ imeraction, knoem ax hydrodhlaric fom, &
s2en in varions experimentz] procechmes [20= 2], Ttis also
e hat it is easier for e newiral species o peneae
the membrane [5=f] and fis wonld he fcilimed by the
bhemding of H and (1 . Afler penetrating the membrane, we
apeacied et the aneshefic ssparates from the C17,
egzming iis charged form o interact with jon chammels
imside the cal] membrane.
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It is sull comimoversial how local anesthetes (LAs) act upon the nervows system and bow the membrane
cioalnbute 1o this proces. dmnce probably te most mporant active die of the LAs 15 keated in the ssdipm
chanmel, a trans-membrane prolem. An mporiant mle o the bic-membrane would be the siababeabion ad
ameniation of kecal ansthetics mokeules, rducng their translatonal and miatonal degrees of Mmeedom, winch
civekd reindnse the mechansms whizh interupt the pervous impulse. The siudy amms o perfocm 2 eomputaiional
amalysis of the Lés behariour in the menbrame, aml the eflect of the saier/membmane imerdace on der
sl e o amnd. oneniation. Analys by molecular dynamic (M) showed that the shamed form of thess dregs
are oriented at the inteface, while the nevial fom can esily e the mierface, entenng the membrane m
apeement with the mosl resent expermental resdis m the Hlemivre, In control, i 6 bere suggesied that
berocame (BAC), which exsiis only m 11 unchaned fom m phedological media, behaves ke the duargd
amethelicy, remaming siabilized and orented at the intedface. This could explan the stmilar anesihetic eflec of

HIEC and the charped forme of etrseame (TTO) and Bdoesine (LI,
Beywonls local anesthete DPPC membrane; moboular dynamies

1. Invtrosduc tiomn

The detailed mechanism of acton of beal anesthetics
{LAs) has been the sudject o variows contowersizl
investigations [1-5]. The most accepted hypothesis
describes the uxharged form of L& crosming tho
cdlular membrane, while the charged form attaches
to the membrare surface [2,6-8]. This attachment i
performed wia their aminog terminal, which & very
hydrophi'ic and cannot cmss the watermembrare
interface.

There & evidence of seweral local anesthetics
binding sites in ionic chammels, i.e potassiom and
zodium. The acton of local ancthotics { LAs) has boo
well tested in the woltage-gated sodium charmneck
according to Hlle's modulated receptor hypothesis
[19,10] which indicates that LAs act meinly by
inhibiting sodium infhx through sodium chanmels.
When the sodium influx is interrupted. the signel
conduction i inhibited. It is known that LAs interact
wih several kinds of ioaic chawmnels. More rescarch s
=tdl required to botter undorstand this intcracion and
resulting side effects.

Regarding the local anesthdics structure, there ae
two main types of LAs: the amino-amide and the

Rafael C. Bernardi

smino-sters. Inoour work, we investigate three of
these dmgs [1-%], two aminoesters, Tetracane (TTC)
snd  Bemnzocaine (BIC), and ore amino-amide,
Lidocaine {(LDC) TTC was sclected bocase it is
= powetul, but towic, local amesthetic, one of the
most usad in medicine for many years, while LIDC is
sctally the most common amino-amide ancsthetic
usad. REC however, |5 th: mos Inmlpdng LA
hocawse. in physiological media, it = found only in
the uncharged form. Due to its lower pka, BIC
should have a different mechanism of achion or it
would ¢ the proot that vnchargsd LAs can be
respongible for the ansthetic effect.

At physiolegical pH, the charged and uncharged
torms of the LA molecoles exiztin eguilibrinm but anly
the uncharged form diffusss seadily across the mem-
brane water interface. Omnce mside  the cell, the
uncharged form can 3 charmed amin and will not
refum  through the lipid bilayer membrane [11],
whemas the balance betwoen  the charged and
unchargod forms is favorable 1o the uncharged spociza.
Howewer, it is known that the interacion, atleast with
the sodiam chainel, must oocwr with the cha-ged form
of the LAs [3,12].

184



1438 R.C. Bermardi et al.

In the sodium channel, the receptor’s hinding site is
thought to he located at the segment 56 on the IV
domain, in the cytoplasmic {inner) portion [13] In its
charged form, the LA should bind inside the ion
charmmel near to the cytoplasmic end. Another posible
method of action of the LAs & the binding affimty with
cellular membranes, perturbing phospholipid bilayer
structures and the ionic channel functions. Altemtons
in the organation of bpid hilayers are likely to
comstitute a general mechansm for the modulation of
membrane protein functions

In thizs work, we aim to investgate the local
ancshetic molacules behaviour when they are close
to the water-membrane interface. It is known that the
changes caused by the LAz in the membrane propertics
could modulate the jonic channek [14] We also know
that the sodium channel is not the only channel that
interacts with local anesthetics [1,135,16] Potassium
chamnels interact with these drugs and some of these
chamnels, such as the TREK-1 {a K p channel ), have an
important region that is sensitive to drugs in the
intercellular interface region [14,16]. Kp channck can
comtribute to the local anesthetic-induced neuroexct-
ahility. TREK -1 could contribute indiractly to the local
aneahetic effect by increasing the nmumber of zodium
channels in the inactive state, which facilitates the
local anesthetics — sodinm channel hinding. It 15 ako
belicved that K plays an important rolk in the
undesirable LAs side effect [15].

In our previous work, we studied the LAs diffusion
towards the membrane wsing simulated trajectorics n
order to invedigate how these mokcuks cross the
membrane interface and stabilize. Bocawse of their
amphiphilic character, it & possible that the LAs
intedeave the membrane molecules, crosang the paolar
head of the lipid in the water/membrane imterface.
To better understand the relation between LAs and
the water membrane interface, we alzo investhgated the
solvation properties of these drugs in a water box with
periodic boundary condition [17].

In this work, we have investigated the explicit
intermction between LAs molocules and a DPPC (1, 2-
dipalmitoylphosphatidylcholine) hilayer.

2. Methodology

The computer model for LAs was comstructed in
accordance  with  Pub-Chem  {(httpy ‘pubchem ne-
binlm.nih.gov) registrics: 2337 for BAC, 3676 for
LDC and 311 for TTC. The method employed was
DFT/BILYP [1 8-21] with the 6310 ** basis set [22 23]
in Gramssian(3 package [24] The atomic charges were
fitted to reproduce the malecular elactrostatic potential
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through the Chelpls scheme [25]. The atomic distances,
hond angles, dihedrals and charges from the lowest
cnergy conformaton were used to caleulate the foros
field parameters for these drogs, according to
GROMOS foree field {soc Supplementary Material
which iz available via the multimedia link on the online
articke wehpage). Torsional parameters should govern
the conformational preferences of the LAs. Lidocaine
and tetracaine in particular are eminently flexible.
Conformational changes of these molecules is expected
to couple to their partioning and interaction with
lipids.

The LAs molkcules were solvated in a box with
SCP water mode] [26] with ~3800 water molecules and
4 phozspholipids (DPPC hilayer) with periodic bound-
ary conditonzs and simulated in the NyT ersemble
[27,28]. The drugs were placed randomly in water, at
least 1.0mm  far from  the membrane surface.
The molecular dynamics (MD) studics were made
using the GROM ACS packa ge [29, 3], The parameters
for the DPPC (1, 2-dipalmitoylphosphatidylcholine)
membranss were obtamed from Dir Tieleman's waork
|28] and the LAs were parameterized according to the
GROMOS 43al parameter set [31] as previously
deseribed [17].

The systems were thermodynamically couplad at
IH0K using the Berendsen thermostat [32] and
anizobopic presure coupling, according to Ticleman's
model [2E], using Parrinello-Rahman barostat [33,34].
Elactrostatic interachons were represented by Particle-
hesh Ewald (PME) [15] with cut-off of .9nm, while
van der Waals interactions were considered to a cut-off
of 10nm. All bonds were constrained using the
LIMNCS algorithm [36] the geometry of SCP water
molecules was constrained wing the SETTLE algo-
rithm [37] and the time-sep for integration was st to
2fs. Before the simulations a  water relaxation
dynamiice was carried out with 300 ps with position
resraints for the membrane and the LA followed by an
unrestrained run of Ins for system equilibraton.
Production runs were performed with 30 ne and the
simulation for TTC was extended to 1060 ns.

To analyse the drug/membrane interaction of each
anesthetic molecule, we monitored their position
according to the z axis {perpendicular to the mem-
branc’s surface), taking into account two referenos
atoms indicated in Figure 1. We also analysed the
position of the LAz inside the membrane, We selected
the amino nitrogen and the last carbon in the opposite
side of the molecule, to indirectly indicate the position
of LAs in the membrane. Another way to analyse
the relation between LAs and membrane or water was
cakulating the Radial Ihstribution Function {RDF)
from the simulations. This method was used to analyse
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Frgune 1. Plat of Uhe posd ton of the nelennoce aloas aocordag Lo

the zaxt. The dashed lne ndicales the men brane miedace

gl iom biased o he phosphaorus 2loms. The comiral molecular dynamie: dmilation of solvalel membane model was made by
Hns and 14 shows wimg a phosphorus atom a8 releence. For BEC, LDC-w. LDC-e, TTC-uand TTCe the tnagls repreents

the melerence aioms indisaled here

the interacton of amine terminal of LAz and the polar
head of the phogphaolipids.

The REDF function, also krown as g{r), & defined
&5 the average -adial density of a cerain obiervable
to a distance F from an origin that provides ar insight
regarding the local structure of the surrounding
madia sach as hydration shelk for a salvated maole-
vule, Foor r Buger thae the aonedation disanas, e
EDF docays to the media density, usmlly nomalized
to one. From Helmboltze equation:, a s@tistical
spproach of the g{r) function can yied the Potential
of Mean Force {(PMF) indicating the force ebween
the atoms of intersst. The PMF funcion is defined
5 Wrl=—EkgT In gin, where kg is the Botzmann
constanl, T is the temperature. The force can be
obmained by the gradiemt of vids funcdon [38,39). I
g r)is hegher than one, In g{r) is greate than zero and
the potantial is attractive. On the other hand. f gl is
Ionwer than one, the potential 15 repulkive. The number
of atoms comained in a shell & obtaised by
intcgrating the function 4w g{r) in the appropriatc
distanos interval F0A41].

In ths work when we use the suffives -u and -c we
refier to the uncharged and chaged forms of te LAs
reapectively. These terms are not appled to bereo-
caime, hevaiwe it dnes nnt have a charged Snrme in
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physiologcal media, therfore, we refer to benzocaine
only by HEC,

. Hesults and discussion

Usang mcloacular dynamcs smuulations, we observed
that both uncharged and charged forms of LAz t2nd to
approach the lipid media quick’y. The charged form
reaches the membrane moen: casily, and we believe that
1t 15 due to its polanty, espocally £t the ammo
teminal, where the extm charge privilzges the long
range intzractons. Thee charges, were cakulated
using high level cuantum mochavical methods [I7].
To beter understand the LAs memosrane mberac-
Li, we plells] e pas oo of lwo ie’oenos alinns
alang the z axis. This plot{ Figure 1) shows that LIV
ard TTC<c guick'y appreach the membrane due to the
stong interactior betwem the amino terminal and the
polar hilayer surface. Az the LIDC-u and TTC-u comse
near the phospaolipids they promplly croes the
interface and enter the membrane between the dashed
linesin Figure 2. We ohserved that LIDDC-u and TTC-u,
wiile aporoaching the membrane, criented their
lipophilic portion towards the membran: and raerted
thern completely A&t first, the hipaphilic portion
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BaC
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Figune 2. Schematic illwiration of kol anesthetic position
in membrane alter ~ns of smulaton. Mole thal amino

pazcal ol ™ B T T o oaad T aonoe addaabead don s =nilaz
LETTRRET 0 oS, LA -0 Sikh 1 310 &ie SLiakmad W e jmal

heads of the membramne. Flol prodwssd on VM.

assumed a positon parallel to the phospholipids, and
then became froe inside the membrane.

Prelivinary MD simulations in water solution have
indirectly shown that these charged anesthetics could
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attach to the membrane surface, due to their high
amphiphilicity, while the uncharged form penctrates
the membrane, due to their high hydrophobicity. The
results, discussed ahead, will show that the molecule,
in the charged form, attaches to the membrane surface
in less than s, which corroborates with our previous
amphiphilicity studies [17,42].

Figure 1 also indicates that, even though BEC 15 the
only one found in the uncharged form, it behaves just
like the LDC< and TTC-c, which are charged
ancsthetics, gahilizang perpendicalarly orientad to the
water /membrane interface. BEC lines up with the
phospholipids tails of the membrane. Figure 2 illus-
trates the information found o plots shown in
Figure 2, which exhibit the alignment of the charged
forms of LAs and the peculiar behaviour of BAC, also
aligned with the lpid tails This figure demonstrates
that LIMC-u and TTC-u are located in the non-polar
portion of the DPPC membrmane, az well. The align-
ment of charged LAs and BEZC with the attachment
of the amino-terminal to the polar heads of the lipids
remowes tramslational and rotatonal degress of froe-
dom of these drugs, which may imiprove their chance to
cncounter their binding site at the ion channel. These
simulations indicate that the charged form might have
an essential role in the local anesthetic effect. Another
interesting feature shown in Figure 1 is that the
charged form begins its tmjectory near the interface.
It oocurs hacawse, in the previous relaxation dynamics,
the charged form amives near the membrane while the
uncharged form remains distant from the membrane.

To make sure that the hinding of LAs, in their
charged form, to the membrane 15 long-lasting, we
cxtended the TTC dynamics to 1ins. The Fgure 3
shows that, during the 1ins, the behaviour of the
TTC did not modify when comparad to Figure 1. We
were not able to analyse how the drugs disrupt the
membrane, bocawse in our system studies, the simula-
tion was carricd out with only one local ancsthetic
molecule at 4 tme. Our main purpose was to study
how these drugs interleave the membrane, sinee in
water this conformation oocurs due to the high
amphiphilicity of the charged form of LAs [17,43].
Ome of the main reasors that led us to simulate only
one drug molecule in the box & that, due to the
caperimental observed interaction between them [43],

vl ity mretabnats sl rmdlemnd tles emeaelbe T
EIRPEIRRELARLE FI S P L O I LR R LER EE R [ I e e ) S N

concentration effect could be studied through larger
membrane patches, whereas, with higher drugs con-
centration, we could study the effect of the drugs on
the pressure developed by the membrane in the wall of
the simulation box. This interface areca could be
impaortant for the local anesthetic interaction and its
side effocts. The alignment at the interface could help
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Figure 3. Plol of the position of the lermcane melerance

aloans, indbcated in the Figure 1, acoonding o the = aus. The
dashed line indicates the membrane interfos posilion based

om the phosphorus aloma, A0 the top TTC-e and in the
it toom T -,

u: undersiand the caahlishment of posible invoac-
tions with protein domains in this region.

Membrane parameters such as the arca per lipid
and order paramcter for Ipids are consistent with the
vilues defined by Tieleman membrone model [2E].
Tae lipid area remainz around 0.59nm® during all the
simulatons. In another analysis, we counted the
average number of hydrogen bonds of the TTC relative
tc DPFPC in the long MD simulations. This analysis
indicates thal the uncha~ged form 2as an average
of 00149 H-boads for cach step of dynamics, while the
charged formm has 1.219 H-bonds, which are all located
in the amino-lerminal. It £lso helps us to confirm That
the M-terminzl holds the charged form on the hiliyer
surface. The REDF was analysed for TTC molecules for
baoth  states. Figure 4 shows the gfr) walue of
phosphorus asoms, from DPFPC, around amino-torm-
inal mitrogen. The charged form shows two phosphor
ous layers around nittcgen aming near .5 and
1.35nm. There & a significant reduction of g{r) valuc
near the drug when the molkcules are in the uncharged
state . hecanssaf the randamly pewition far sawasy fom
the membrans water interace.

The gr function indirectly yields the interacion
potential energy between two groups. In this case,
we ohserved that the potential wel at the weter/
membrane interface, caledated with Helmhaoltz equa-
tion, that anchors the molecule 15 approximately
1.77 keal/muol for the charged form, while it iz only
041 kcal/mol for the uncharged form. It indicates hat
the charged form has a mome simble posidon in the
interface, when comparad to the uncharged form. We
notige that the interaction between the charged farm
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It detzd] the eorplete wr) prodlke for the charaed letracane.
Up trangles mpreents the TTCw and down riangkes
TICe

and the polar head of the membrane is very intense asd
attactive. The interaction of the uncharged form is
very weak when comparad to the mitcraction of the
cherged one.

4. Conclusion

A detailed description of lozal anssthetics machanisms
of action is still an open debate. The action of the drugs
12 #till mot fully elucidated In this work, we analyse
what occurs to a local amesthetic molocule i the
interface region, between water and the membranc.
This & mportant zince zodium and potassum chen-
nels, which are muporiant molscular targets of these
drugs, have domains that iateract with drugs, such as
loal anesthetics, in the regon near to the membmne
and suffer indirect effects caused by these drugs in the
membranc.

This gmumele oo e m."r!al-;m in] el
1 0iE WOTh OIS Wl i A L L=

indicate that uncharged form of LAs penctrates the
manbrane whie the charged one remans attached to
water/membrans interface [12 9 1] Howewer, mor
wirk suggests that BAC, which exiiz only in its
ureharged form n physiological media, behaves as the
cherged form of the other LAs, which disagrees with
the most accepted mechanizms, This could indicate
that BZAC would not reguire an altermative mechanim
as proposad inthe 19705 when the charged form was
believed to be the active form of these drugs [44-46].
By reduction o the number of degrees of freedom, the
manhrane coud camlyse 1he moleculr interacdons,
capecially near to the polar head, a unigque region for
interaction i some jonie chamnels. N oincreases the
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tinding probabiity beoween drugs and ther trans
membraae protein target [47].

Lzing PMF cakulations we ohtsined that the
interaction potential energy, between the telmcaine
and the membrene polar head, 5 approximately throe
timees the thermal energy KgT for the charged form,
whereas it is smaller than the thermal energy for the
rnchargsd form. These values indicate that the charged
form has a more stable position in the interface, when
comparad o the uncharged form. as previously
mentionsd.

Also it is possible that thiz position, close to the
Ipid polar head if the higher drug concent rations ane
maintaired, coud increase the lateral pressue upon
the ioni channel, which could physically cawse inter
oo in ils shape aopd Noection. Mocowsr, e
maoleculer strudure of the charged forms of local
ancahetes, and also BEC, behave in such a manner
that they take up the pasition of one of the phospho-
I'pids, which could facilitate the interaction with some
rortons of the channel that are sinck abowve the
membraze sarfece, as believed to omur in the Kap
chanmels.
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MOLECTLAR DYMAMECS STUDY OF BENZOCAINE AGCEEGATION IN WATER S0LUTION

Abseract

Thars e expsnmentz] evidssces that the uncharped forme of local anesthefics panetrates the awom membrane, whils the
charged form hinds to the watar-lipid mtedface. This hypothess is conirovemial sizcs the local mwsibetic benzoains which
ks pECa mear 1.7, diows not havs the charged fyps at physiclogical mediz. By placing e anssfetcs ina fxed langth aate box
we can wmidy, by molemlar fynamics simmistions, the belonvior of miving concntrations and obeenve the formation of
aggregies by monifering the minieal distances ameng thess mokeculos and accompamying the mdial Evbuticn functien of
water molecules to benrocaing The berocaine generally foms chesten of molecules with inaeaing hydrophobic charackr as
obwarved in coperimonta] smdies. This incessed hydrophobic chamacts would probaily parmit the: anssthetic action widont a
charged type bt 25 a side offed it may affect the integrity of neuronal mantbranes and cansing newral imjary.

Erywords: Benrocaing, Chistars, Molecular Drynammics.
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INTRODUCAD

A agio dos mssbisicos locais (LAs) fo bem teszda nos camais de sodio de aconde com a hipowss de Hille's do
mecepior modnlar* mo qual indica que o8 LAs agem princpaleente por mibigdo do infhmeo de wodio atrnds dos canais de
wodio. Chzedo o inflow de sodie & intorompido, o sinal de comdecdo ¢ inibddo. O pE em medo Ssiclogice das formmas
protozads o oo protomady dos LAs o5t e equilibric, mas somente 2 fornma nde profonada peneta prontamento atravds da
interface dpua‘membrenz. Tma wez deotro da calula a forma descaresada, pode ser carmezada novaments, formando a fomma
protozads, 2 qual ndo reloma atnsds da hicamads liptdca da membrana * O sito receptor de Bpcde atavés do sepmendo 55
localizade no depszio IV, dexte do dioplasma (parts mierma)) do camal de sodic”. Ma forma prosonada, a mokicala s Liga ao
wtic de ligac3o do anoshiico local o inferior do canal Medco, préximo 30 fnal do cioplaszm. Cretm possivel modo do aglo
dow LAs & a2 afinidade ds Ezado com 2 membrena celular, s afinidsds perimba 2 estruturs da bicamada Epddica =
comsequentments alera x: fimgles dio canal jsmico. Alterache: ma organizacis da hicarads Bpdica comstiteem o provael
mecaniwmy geral de modalacto das foncdos das proteinas na membranas **

Amcsnanioos Loois (LAs]) de nso clinico w30 as amines wrcarias, « apesar de apressntamem diferames ssoutorss, @as
e cammcterisbcas quinvcas como partes mlsvantes de voas femcfer biolémicas: wm anel aromdfico, wm gupe polar, @ uma
aming jomdrdvel com pKa sm geral relatramends albo, soime os s2lores 7,7-2,0. A sxcecdo desta regma ¢ eil--aminc-tenzoato,
conhecido como bansocuma (BEC), um anesnisico Jocal (LA} que apresenta alzemas particularidados dverpenses dos owtmos
LAs. Seu pEa & préome de 2,7, assim virmalmente ndo spresenta a forma proonedy em meio Sxiclogice, mes ma athidade
apmsanty 25 mesmas proprcdades dos omtros LAs Assim, cssas hipotesss gersds n¥o wdo adequadss ao comporamente da
BZC.

Ervidéncixz axparimentds sugerem que o5 ansssioos locais podem e agmgar com o 2emente ds ma concentragio.”
Para compreandor as propriedadas do agregacio da BZC, realivamos da dizdmica molecular (D) aoz maio aquoso, calcalando
com difersoes concenimgbes da BZT. A powdhilidade de agregagdio foi wstada por oos, com 1 a 20 meoléculas de BZEC,
aumenirndo-se & concaniracdo de BIC apn um caixa do &qua do dmemsdos fxas.

o
v ot 14 31{ R @.;ﬁ g _-H &
= H # H » - N
1&‘? # 3 H A H o
F o é-f"-r"
O
Figura 1. Rep o sguendition & an covm an Adennfoaeder dog diomod ¢ e corpan parciads calnulaior com BILFPA

I e afestad coee o escuen Chdpdd
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AETODOLOGTA

0 modale computzcional constusdo para a2 BEC foi de acordo com PubChem megisiry 23377 A estumra mical o
cargas da BEZC (Figera 1) fod siezelda s um calole ab-initio mande o Camspo de Reacio de Omager'' pan evitr ofedios de
wheentes. O método eopmepade foi DFT/BALYP ™ com wm coxjunto de finglas de bawe S-31G** ™ " dentro do pacote do
programa (ramniamdd * As cargn aitmices forem pmindas pam mprasotar nm pobencidl elstrostitico atraves do mésodo
Chalp>."™ As distAncins atdexicas, dngulos de ligagio, diedmis o carges, foram wtilzadas pae paametizar 2 BZC no campo
da forpas GROMOEDS (conjunte de partmetes 43a1) ™

Az poldcalas de BEIC foram sohatody e mm caixa cobica com o modele de agm SPC* com 4518 molecelas do
agna, s comdicdes paradicas de coniormo @ siemlade con um ensenble NPT, O drena foi temalizado a 30E, com tepo
da malawacio de 0.1 pe, & presslo de acoplamemte da 1 bar, com wopo de mlaxagdo de 1 pe.= @ As interagies Colombians
forars limitadas a 0% ¢ do Van der Waals a 1.0 e, com a somm de Ewndd, ™ ™ com nm tempe de passo defimido de 2 . A
soargia de mimimizacic foi obtida apee 0.5 ns de somlacio para o sistera enimr am equiltheio teomodizdmico, amtes da
dinfrica molecular de § ns. Todas s snmlagies & analises forem ntilizadas com o pacom GROMACE =

Paa winder a apogacic das meoléculs de BEIC, em fimgdo de w2 concentaglo, eates fomam colocadss
aleaforiamente dentro da cim do &z Foram siomlades & 1 2 20 moléonls do Somace dentro desta caixa de agua A
malaco anfre o sobvemts agna ¢ o LA fod amaliada, calehinde a fenclo de dismribmiclo radial (ROF). A RDF pode sar wtifzads
far calcular a concentragio do fSrmace.

A funcio EDF,™ * também coohocids com: giT), @ defimida como 2 demsidade radial psidia de em. sobmnte, por
sammple, & agna. 3 umsa distinci rda ongem que fomecs 2 estremm locl do meio ameobrmts, o w3, & capa de ideracio da
molémla. Parz ema distincia correbicionady r oot grende, 2 S=mclo RDF decad para mma demidade média, nmalmeets
mommmalizeds prom 1.

Comformes ax eqmagies de Helmbolz, mma abardageen estatistica da Snclo gir) fomecs o campo de pokscial da foma
mixdia (PMF), indicando 2 forg wie o5 dtoowes deinteresss. A PMF & definida come: Wi} = Eu T I gir). onde K. & a
constante: de Beltemman, T ¢ 2 sepeanra. A Soga pade wer chtida pale padicets desa fingle. ™ 5o gff) ¢ maicrque 1, I
() & maior que TaD, & 0 potencial & amatvo. Por ortro lade, se g{r) ¢ menor que 1, o pokndal & repulsive. O méneen da
atomos contidos e mEa cash wdirica & obtido por el da fimgdo™ (1) dantro de wm Intervalo de distmcia aproprizda.

FEVISAO BIBLIOGRAFICA

Eumdos da sclubilided da BZIC em dioxito de carbomo separcritico forem medides por Garmmoodt ot 20= em
presslen gue vamiam de (122 2 355) tar « tempermras que vadam de (30E a 34E) K. domonstends que a BEC tem
wolnhilidads am fracio melar eome 10107 & 1210 & goe wens mxitodos de tmpmgnacio mperctica slo eficicntes para
forzar wma2 alermata vidvel pam 2 impregoagdo sxpregende solventes crginicos. Cutros ssfndos de solobilidads da BZC
malfzados por Peda ot 2l ' foram realizados s etamol, &7ua @ sancl-acstato de etla.

Aguado e al @ am suas medides de espectoscopia com laser pulsado a 7,6412 = 0,0008 &V (lasers am 341354 &
21003 coer 1) e 7421 20,0004 o (34.144.8 0 20.105,7 cao-1), mepecthamentn, obivenams o sspectos d ras-BEC, pam
o esado e do epargia cimdtica do elétons amwvie de iomiracio de campo puliado (Zeke-FFD) & am siomlacen
copputacionzt: am BILYPAUG~c-p-VIDE, demomtreram ser carca de 2,500 -l memor que o expermental par o
configumagio dos conftrmarns. Venficon-se que a ten-BZC apmscata wm mimers de sstdos wibraciomais Inkemedismios 51
s espectros fomeceram um lievar de soargia pars o parscmento de redividtragdo wihecional mmamelecalar (TVR) am M40
cz-l, mo estado 51 Bad st 2™ tambéon analisaram  confrmercs da BZC, eocontrando trés, mm rrans & dois gauge., com
simulagies computscicnais em foncionaisiniveis, coms BILYPang-co-prvTZ o S0 o e - B (i

Rafael C. Bernardi 193



Blwa wl. al™ sulaia v devsavolviosdy o oasalive o sivo de wea fusele B lipuseosal de avesbaocr beoal OZC,
Todss as foomelaches de BIC bpossomal apresentars mn eftitc mais infkmso do que a droga ma sz fooma simples
Exparimemioi de parmsagio de soludes da droga em gel confemdo 2 meszm quantilade de stanol, come so foromilacie de
lipossoras fod powivel exchor um possivel efsito pobenciader deste sobvents. B melilymelarss com o doga adicionada a
fe bidmdlta aprecentou maior eficicia, mostamdo mm wlor & cosficents de pamezhitidads 1,5 wezer maior do que a
droga pure & permdtinds wma melhema significativa. o apemas de inmsidsds. ma: tambarn & deracic doefsiio anestésico
de BEC. Parz Mura ot al ™ sems msntades vageren: que, wow adequads formmilacie Gpousomal da BEZC peds ser de walor real
far malhorr 3 w2 eficacia clinica an ameshesia topica

Mo se sabs come 3 BEZC inzeage: com 3 membrana neurzl, mas sabe-se qgos pode levar 2 mmiacdes wa ma sstomr,
come am s confeades de mms darmatoss papulonodnlar eroaives m dea gerital o suprapohica assocades com BEZC
topica, melatdes por Ensd J. Echsm et 2l.,® alées do um cso de amafilawis a BEC topica na Hisreiim ingesa mlatade por
Trien Va et ol ™

Uz analize compredcional do comportarenin de Lys na membrara, o o efkite d1 a4z  inferface membrans sobrs a
v esiatilizacio o orientacio realizados por Barmardi ot &l ™, damonsion e da IM, qoe 2 fomea catdoica dewas droges
o orentds paa a erfacs, enqoic & forma newta peds Grilmente abwessar 2 interiace, entramdo 2 memnbrana, da
acordo com o resnltados experimentis mais receoies m Teahm. Fm contrapartds, ¢ aqui segarido que BIC, qos w0 st
GO N2 OTED EDD CATEA QM IMENOW NAnOlSEcos, CONDOTL-e COIG 0F ANSRICOT prabcadcs, mankndn-s sstihimado o
orientady pan & Iferfce. o podera explicer o efuin semelants anestdsios BZC o 25 formes de tetracaiza s lidecama.

A agdo da BEC am blocos sinda niio foi deencostrads, man 1mma de mes peiliaridades & provavelments devido 2 sma
cingtica Rpita ™ A diferenca fundemsental enine BEC @ outra LAs & o cosSoients de Hil, o qual no caso da B2 nio & igual a

mm. ™

Eagmnds Tilbeoor st ot 3 principal vis de aglo ds um LA & ntmaves do cimal obarte, o LA pode chagor ne insior
dos porcs atds de um camal mo qeel o grupe de amina e lize atmeds da formm catiimica do LA, no foco do canad de Balices,
e tamsbam sstabilia um ion Nat mrcado por dozs molécalss de BZC, O grepo mzdmice do LA o um icoNxt oo filoe da
wlstividade s repalem, sugernde que 2 deplegdo de Mot len a inativagdo lenta o eatthiliza um LA

ThomasWedsar,™ amalivem 1 BZC juntbmemts com outros blogesadoms dos camis de Ma™ como a Bdocains,
maxileting ¢ o ansbroxol. Fm sen wstide & com as mformac®es publiicadss sobre of nhveds plasmdticos clinicamnents posaivels,
slo eatimon pos adminivragio sividonica devtzs potmtes drogas, a queantidade de droga que bloqueda o canad Ma® para indonzer
analgesia

Come 2 BEZC @ 1 amestésicn local, coja solubilidads e agua & baixa o sua aplicagdo o foromelacBe & limitda & mo
topico, Pixto of al ™' esmdeou a camachozacic dou complexos de inchisldio de BZC m-scledaxtring (CLV). Feabzon estados par
calorimetia « microscopia alemioic: code den eviddncias da formagdo o da morfologia do complexo. Por Espectoscopia de
fracmacdnca revelon um ;emanto do s vezes na solohilidsde BIZC, que pods ser alcangado medianio a cxeplexagio com
0. Aldp da que am sstades de tomicidads prolinszar, o conplex parscs de s meos téadco do que BZC pera, wma ver qua
induza wma dimirsiclo da oxidacio ir wire de bemoglobize emmna. Ertes resultadss mgerem que o compare BZC in-CD,
Tepresenty e ot formelacio pam aumentar a efScach da soluhilidade BZC am apm, transfirmende promiszor pam mo
for do sen aplicagdo radiciomal, ou wja, am et mfilmitrea.

Allzhorem oral™ Evestzod a solubilizacho miscelr o mxa & Ssschcke @ BIC em arm @ wm solugion de lam
walfate de sodic.

Para Fraceto o at™ qoe melizon um ssmde das poprisdades estremmis o dizdmicas de wesicels unilamclares de
fosfadidileolsa da ovo am pH 7,4 & 10,5 para determinar 2 localizacin prafemncial 23 BZC no merior da Wramady, 2 BZC
ApmRsaniy U Inargdo mais profinda na bicamads Hpidica oalizande-se anim o ghcarel o os primaizes cabonos da cadeda
arils Mindamcs: na argamizacin ds vosieelss mmilamelarss parpranse Snram Asterminadne sronds Az ampactreaeapin Ao
infeermelhy com temformada ds Fourdar. A BEC aprosmicn ofuite apemas m mgidie da carbonila, mn por oetro lado
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camzon uma dmnimnicle a0 acgsse das meldoias de dgua, fronds com goe ocomesse um deslocaments das fvquincias pars
e regile de medor energia. que a BEC (regiin procdima ao glicerol]

Femes ot al® mmdin 2z proprisdade: do sbecspde, sobukilidads o dges o coefcietze ds pasticis (P axtre m-actancl,
ove Safatidilcoling, lpossomms & entmocito: pare BZC. A inkecic de BEC com Hpossomas foi medidy aravds de
Bawomancis Parmagnatica Flemtmica, com givo de posiges diftmemwes m cadeda do lipossomas. Mudamca: sm srgamizaciio do
lipidic em adiclo ds BAC permitim & deternizacio de valorms de P, s sepamcio & fase. 0% msultados® apresantados
rofergans a importinciy de comsiderar interapis hidrofobicas @ intaprencdo dos efsitos de anostésicon em memnbramas | sua
aplcacdo topica™ requer aeacds cuja comceminglio & toxicidade™ deme ser obsarvada.

EISULTADOS E DISCUSSAD

Chearvoe-we a frmagio 4 agegados, na DM do LA na caea de dgna simuiada a0 ssmdar o comportimento die LA
com o aumento de 2 concamtacdo, mwondtrando s divtincias minimas (Figuree § 3 7), eofre estrs modculas, © que
comcordam coms o menultados da BDF da moléculas da dgua em melacic an moléculss da BEZEC. Easas agngncdes foram
prwiamenie medides por dispende de lur sm wm modslo de soingle de membrana, o gml provocam mpimenie da
mamhbram, quande sux concentagio & aitice® A analise das sivwelacBes da dindmica molecular sugers qm o amestasico
comega @ agmgar s carce de 50 mM (5 molécmlas BZT n2 cabm). Btz siomlacic foimalizeda de | gl a 350 gL s um
auraniy para o carater kdrodvhico foi snconmdo na g fingle de BZC com &zm.

A FDF da policnla: de dgua pama & exclécels 4o todes as BIC (Figema 1) mosta wma reducde dpnificatiia de gfr)
ran = valor pricime 2 droge (cerca de 0,6 ), com o 2emanto & conceniacio de bezocaiza. Lise signifion wm aumesdn
da 2idrofpbicidade que & moléculas do Srea apreseniam a0 inbengir ais Gm enive @, g 2 ISwacho com 2 agua

)
=
I

Fungio ce distribuigio radial gir)
= =
= =+
T I

fa

Lo Do Lo s Lo Lo el oo Lo le iy
2

R C R TR AT 1 1.2 14 16 18 2

aisténcia rjnm)

Figmra 1 {irdfice do ROF & cemteo o manss do BIC com @ cemtro o mata dor molfcalan & Sfua A sena iadiv aumsso do
concintrayd, pore fudy wng ol dindnices & 1 o X0 moliodks e BT o dgma Com o cundnio d condénirogd ¢ Srmogd dé
negudkin de BIC, (oivri aoma almusmaplk da RIOF indicund wn conac ber (dicd mans Audrfdica & apkienrads i B2, Fia nidi o
i BN i o mechugeen ol g e Rt o, gue s mealivadn de BT [ewe no Sou anfom mo 2 learails.
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Figurn 1. rdfles dr ROF de axipdabs dbs coreanil o iopo) ¢ hidroglnlos de anins fuo fird] e cenirn de sutn dos molleuler de
dgpuar A5 sesii indiam o anmenio di donceninagd, para cad wna das dindmicas de | @ 20 moltvadi de BIT em dyua (3 pica ém ambos
Fridficas o intoenn o 01 ne g 0,25 am indica uma provdvel permonnte Ygopde & Bdraginio, & axiginio & carbonila dom
it o g ¢ gl dn dming o dadpiniod da dgma € et @ sepundd piees oeespondien & prinein ¢ Siguads capa
e bidratogd. oo jid i s Figurcs 3 com cumente da concentragds de BIC ¢ formapdis & qgrepadis de BIC, acornt uma
Ay o RIFF, i coma ditdecs mis Ridrn@hica dy aglaomenady de BIT Fato redado do ROF § deeidd o redgi®o da
e die I, g cocks mobdeuls de B dem a0 dex nkiama na agiomirade
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Nimero de moléculas de BZC

Fagmra 4. Gindfico do valer saising para o prineira cape de hidraaplo - com reloplio oo contro de muia des seolivadsr de BT,
carrespandivads o primeing wilks oo mdsing & acipieio do corbonils, dn g (7 e o mime o mollouls BT A Meha fraceiads
carrispand d g afastads coe cofToiene de corrolagle de 0,004
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Figura 5. Grdfizo do Potmeiol da Forga Midia (PMF) do axipteie de corbonils com contro e mas dor mollouls d dgso verius
contentropdo BT A inkae e o syt ! 0,247 descendk

L b

Figura 6 Gindfice da disdneia mining jan) & contn db matia e [ fuma) molouls & BIC, @ 0 oot & mine & cody sma ds
wutres 1 i) maiécadas m funglio db semipe (). G linha nipreseat um grdffes da distdncia & sentr de misa & cads sma &
1 jesemetn) muldculs o melapdi dn oedrad moldvulan na MDD Forma-se mo final dbe dindmica wn agrepads de 14 motéoadar com
ity midie & | am, com dhen modbcedas g dine apergada. Tem-it gue no esdme dé 3500 ps o 000 i o rmads & um
apregads & 15 molbendas ¢ uma o deste, ¢ apds ek pequind perkadi wna dela S¢ Separg di apregady @ e s mandm com 14
emaicndas o dgregad ¢ du flr S ¢ amb prizmos wea do one
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Figurs 7. (irdfTee da distdncin minims jam) 2o comim df moisn oniwe [ jums) molioul & B3 2 0 conimo & mass e s sma i
cutrcsi 17 juestiseie ) moddiuke di BT om fungd dbe dempor (il Codla fisha nipresent sm greifos b disidngio di senteror dbe masiia die
el s dirt T2 midelicaslon don mikagdo &5 ontro mokicadlad & MDD, Foeroas-a ao final dees din g dv ol 15 pmifdvulan e |
it i eméciin e @ 5 ram, ¢ nénbumu modicnden flnd désié aignpodks.
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Figura & Girdfico d alstdneia minio fron) entnd o0 bidrgnios FT ¢ 02 db nereingd goding, com o6 axfpbeios des moliou b & dga. O
iy coracterisnion de passhwis Mgogies de bidroginio na Figurs 3, oom valor midio de 0175 s, ness figars, podk ser confimady

iz i "o | permmandncie ™ de Mpopdcs e hidrogdni s " ente o hidripeios BT ¢ ET2 db seemimal doimy, Coes 08 aripleies
dhas pecricndon de dgcs, & independinie & graniidiak & moibendas de BTC s ey s B0 s cgreguadh
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Figra 8 rfic da disdneia mbvima fami) ente o deiginio 0F carbonily com oo hidgéeios de moliads & da O pioo
caracernicn d poisti WpapBes d hidrgdnio na Figeng 3 dom alie midio de 6055 ne, nesta fgura, pod ser confrmads. indicandd
@ “pardved permomdia” de Sl de Ridrogieio “fiza” Snine 0 acipbni OF corbanilzy com 08 kidrpeion de dpus, ¢ independente da
quarridade d moltvadiss de BEC jebsi s st ik s,

Figuars 16 Rapr e et o frmo e & agregpadis im S na v theitramd o oarERaphs dor dEeninies g b,
pane 5, 15 ¢ 20 mokeuln B2 resp s gl pseu or vt
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Uma visdo refizads da ) zpeom pam oo bidmgpinics aminz o cxbonily de oxiglmic (Figera 1) indica a
desschatagio pam ssts regides como o efedio da ligacio kidroginic no stto dewas porgles, Do interor do agregado
mnlecular. Podamos vor mma mducio acmhiada do primsro pico, segzido de medngdo consecetiva da RDF, em comparagio
com 3 siemiagde de sfenincia representade por um tnica molecnla BIC

A partic des valerss masis sho dn regifle do primeis pics (0,15 == pem 0,25 om), pem o nipkois do carbesik,
podamos estimmar canpe de poeacial de forga eedia (FAMF) para a dessolraecls de bemzocaim o fomagio de agregadc:.
Adicional amalize do valor de pico para a desschsntagio da BIC em difersntes concentragics mdicoram uma dependéncia
lingar (Figura ). Exa depandéncia liner, s serd obearvad am comcemtagdes mais elevadas, deviio & mteragie bmitila
snire as moldcalas & frmaco ¢ ambém, devido 2 sehatacio dou agregades do anmtésicn.

Para westar wasa hipitess, fol estndids 3 nvestzacio a mmer concentracie de BZC, contndo 25, 30 & 40 poldculs
da BEC, o wvtimzoess amn PMF veares coacentragiio (Figura 1. Obseovamnos que o comportzments do LA com ammsento de ma
concaniraco, indica que PMF ajeste-se por uma corva exponsacial em vee de wma fingdo linsar.

A mzodvel femaco observada oo ajuste: lingar, %o su2 crigem am varies fomes, muitos desfes sstio relacionades.
com a forma dos agegades (Fimure 10). Podemnos noter nas imlac®es que, em algmns casos, dois pegeenos amegados so
formados, um grends ¢ ootro pegeenc, @ estes podem variar am cada domlaclc, wm apamenin redo. Aldém disso, s outmes
caws, 2 moléolx de Agna ficans pross com 2 droga em partes dentro agmegade. Acwditmos que sst Sumacio podaia
dasaparscer quands Tm tepo maior de dodmica @ realizada

A oo quetio ¢ a Sragde & aglomemades qoe wdo modificados, ou seja, o aglomarsdo venha 4 fcar matinsl
quando 582 e medy Hpofilice? Este questies 50 podam sorrespondidss. quande wna simmlacie for kit com o5 agregade
proximos de um modelo de mesnbrana, a 10552 prooima spa

O wentasadr b I abin puwine du ebues i wapeaial, puis @ u sy de alusSu yus pudy we Do deviid 8 wes pEa
bame quando comparado, coms outres Lis, o que significa qmue nio ten ema fome camegeda sm coadighes fisiclogicas. O
sstado computaciomal que aqu apresentemos, indica a fomagio de aplomemdos de BIC, quando w aumenta sma
concaniraco, commo o e eparade & medido pama cutros anestiaioes. Mortames qee 2 banzocaina facilments fomea. azugades
am concentrapies cknade o eies agregados Fomendny vm hidrofobicidads com o semento d concaotagio. Como afsto
colamral, estas meoldoalas altarmanie hidefobdcas podem agic como determsedes., orprometends 2 inmidads das eembrans:
meuromais, camande lssho eural imevarsreal.
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ANEXO 7.6 — ARTIGO EM FASE FINAL DE PREPARO (HOELZ ET AL.):

The p;-adrenoceptor activation mechanism
L. V. B. Hoelz!, R. C. Bernardi’, M. G. Albuquerquel, J. F. M. da Silval, P. G. Pascutti’, R. B. de
Alencastro’

1. LabMMol — Instituto de Quimica — Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brazil.
2. Laboratorio de Modelagem e Dindmica Molecular — Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho — Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brazil.

ABSTRACT:

Human fB;-adrenoceptor (B1-AR) is a seven helixes transmembrane protein, member of the large
G-protein-coupled receptors superfamily, which has an essential role in the signal transduction
pathway. The binding of the agonist to its extracellular receptor leads to a conformational change in the
inner portion of the protein, triggering the activation of G proteins and raising the intracellular level of
cAMP and Ca®". Despite its importance, at molecular level, the activation mechanism of this protein
still unknown. Therefore, using the state of the art molecular modeling tools, we provide in this work a
functional human ;-AR model equilibrated in a membrane environment showing how the ionic lock
mechanism works. We show that differently from the antagonist action, an agonist drug disturbs the
protein causing a rotation of the transmembrane helixes. This rotary motion occurs in opposite

directions in the inner and outer portion of the B1-AR, opening the ionic lock.
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Introduction:

The human B;-adrenoceptor (B ;-AR) is an integral membrane protein member of the large G-
protein-coupled receptors (GPCRs) superfamily, which shares a common structural motif of seven
transmembrane helixes (7TMS domain), as shown in figure 1 (Wolf, 2008, Pierce, 2002, Vanni, 2009,
Warner, 2008, Minneman, 2007, Kobilka and Deupi, 2007, Kobilka, 2008). This receptor is expressed
in the heart, where it has an essential role in the regulation of the sympathetic tonus, acting as key
intermediary in the signal transduction through the cellular membrane (Brodde et al., 2008). Therefore,
activating molecules, i.e. agonists as catecholamines, bind to the extracellular receptor, which leads to a
conformational change in the inner portion of the protein, resulting in activation of G proteins and a
consequent rise in the intracellular level of cAMP and Ca®". The elevation in the concentration of these
intracellular messengers increases the heart rate and contractility, leading to a blood pressure raise.

However, the binding of an antagonist, such as therapeutic agents for cardiovascular diseases (i.e. -

blocker), do not cause changes in the protein conformational fold.

Figure 1. Schematic representation of the B;-AR and its 7TMS motif.

According to the literature, a common framework to describe the dynamic nature of the receptor
activation is the proposal of equilibrium between inactive and active conformational states (Vanni et
al., 2009, Kobilka and Deupi, 2007, Samama et al., 1993). However, the exact agonist-receptor
interactions involved in the human ;-AR activation process still remain unclear (Vanni et al., 2009).

Concerning the primary sequence of the protein, many experiments have identified well

conserved regions in the GPRCs superfamily and observed that its disruption could lead to a change in
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the equilibrium of the receptors inactive-active state (Kobilka, 2007, Vanni, 2009). The “ionic lock”, a
salt bridge between a TM3 arginine and a TM6 glutamic acid, is described as the most important of
those conserved regions (Kobilka and Depui, 2007, Vanni, 2009).

The crucial contribution of 3;-AR in the blood pressure regulation by the sympathetic nervous

system promotes this receptor to an important therapeutic target for cardiovascular diseases. However,
remains technically challenge to study the f1-AR structure by X-ray crystallography, since only a few
GPCRs structures have been solved. So far, crystallographic data was acquired to bovine rhodopsin
coupled to retinal (Palczewski et al., 2000), unliganded bovine opsin (Park et al., 2008), human 2-AR
in complex with carazolol (Cherezov et al., 2007) and timolol (Hanson et al., 2008), and turkey f1-AR
in complex with cyanopindolol (Warne et al., 2008).

Since there are insufficient f;-AR experimental structural data, computational modeling could
expand existing crystallographic information to provide insight to the ligand-bound receptor
conformations (Reynolds, Katritch and Abagyan, 2009). In this work, we have investigated the human
Bi-AR activation to understand how the drug binds to the receptor, how the agonists and antagonists
affect the protein dynamics and how the ionic lock mechanism works. Therefore, the molecular
dynamics (MD) is an ideal method, since it provides a detailed picture of the structural and dynamic

changes and an overview about hydrogen and ionic bond formation.
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Materials and methods:

Comparative modeling:

The comparative modeling uses topologically equivalent experimental structures and is
currently the best computational method for obtaining an accurate model of a protein (Cheng, 2008). In
general, comparative modeling involves at least four main steps: (1) identify an suitable template
protein (i.e., 3D structure of a protein solved experimentally) for a target protein (i.e., a sequence of a
protein with unknown 3D structure); (2) generate an alignment between the template and the target; (3)
create a model based on the alignment and the template structure; and (4) evaluate and refine the
model. The two key factors to determine the quality of the comparative modeling method are the

template structure and the alignment accuracy (Venclovas, 2003).

Amino acid sequence of the human wild-type B 1-AR (CODE: P08588) was obtained from the
EXPASY proteomic server (http://ca.expasy.org/). The template search was performed at the Blast
server (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgihttp://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) using the Protein
Data Bank (PDB) as database. The T-COFFEE algorithm was used to align the amino-acid sequences
of the template proteins and the human f;-AR. Consequently, the multiple-alignment file was
employed in the construction of the p;-AR model by MODELLER 9V7 software (Sali and Blundell,
1993), which employs spatial restriction technique based on the 3D-template structure. This
preliminary model was refined in the same software, with optimization protocol modified to nine
cycles. The model structural evaluation was carried out by three algorithms in the SAVES server
(http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVES 3/): the stereochemical quality was analyzed using the
PROCHECK software (Laskoswki et al., 1993), non-bonded atomic interactions in the structure were
evaluated by ERRAT (Colovos and Yeates, 1993), and VERIFY 3D (Eisenberg, Liithy and Bowie,

1996), which determines the compatibility of an atomic model (3D) with its own amino acid sequence
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(1D) by assigned a structural class based on its location, environment and comparing the results to

good structures.

Construction of the agonist and antagonist-f5;-AR complex:

The agonist (R-noradrenaline; NOR) and antagonist (S-propranolol; PRL) (Figure 2) had their
structures built in the Spartan’06 software (Wavefunction, Inc). The docking of the ligands to the
human f;-AR model binding site was performed with Moldock software (Thomsen and Christensem,
2006), which uses a heuristic search algorithm that combines differential evolution with a cavity
prediction algorithm. The MolDock scoring function used is based on a modified piecewise linear
potential (PLP) with new hydrogen bonding and electrostatic terms included. Full description of the
algorithm and its reliability compared to other common docking algorithm could be found in reference
(Thomsen and Christensen, 2006). The search algorithm, MolDock optimizer, was used with a
minimum of 40 runs, the biggest predicted cavity (867.84 A’) was chosen as binding site, and the
parameters setting were: population size = 100; maximum iteration = 2000; scaling factor = 0.50;

offspring scheme = scheme 1; termination scheme = variance-based; crossover rate = 0.90.

Figure 2: Structural representation of the ligands. At the top (R)-noradrenaline and at the bottom (S)-propranolol.

Molecular Dynamics:

The force-field parameters for the drugs were constructed, as usual (10), comparing the atomic
distances, bond angles, dihedrals and Lennard-Jones parameters with amino-acids compounds, using
the GROMOS96 force field (9). The partial charge of this drugs were calculated employing the method
DFT/B3LYP (1-4) with the 6-31-G** basis set (5-6) in Gaussian03 package (7), using the ChelpG

scheme to fit the molecular electrostatic potential (8).
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The parameters for the POPE (1-palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylethanolamine) bilayers were
obtained based on Dr. Tieleman’s work (18). The systems were composed by the protein,
approximately 280 POPE and 22.000 water molecules, using the SPC water model (11). Periodic
boundary conditions were employed and all the simulations were carried out in the NPT ensemble,

using the GROMACS 4 package (19).

The systems were thermodynamically coupled to a 310 K using the Berendsen thermostat (12)
and isotropic pressure coupling using the Parrinello-Rahman barostat (13-14). Electrostatic interactions
were represented by Particle-Mesh Ewald (PME) with cut-off of 1.1 nm (15), while van der Waals
interactions were switched from 0.9 nm to 1.2 nm. All bonds were constrained using the LINCS
algorithm (16), the geometry of SPC water molecules were constrained using the SETTLE algorithm
(17) and the time-step for integration was set to 2.0 fs. An initial water/membrane relaxation dynamics
were carried out during 2.0 ns for system equilibration, keeping the protein position constrained.

Production runs were performed during 60 ns.
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Results and Discussion:

Determine the structure of a protein is a key to understand its function and to the development
of drugs to treat related disease (Fan, 2006). Since the structure of the human f;-AR still unknown, we
have done a comparative modeling using the proteomic region between Ala40 and Ala398 residues.
This part of the proteome includes the entire 7TMS domain, excluding only the intra and extracellular

motifs of the receptor which do not interact with the ligands (Warne et al., 2008).

Therefore, to determine the best 3D structure to construct the human B;-AR model, we
compared the sequence identities and similarities, E-values, crystal resolutions, and structural motifs of
proteins from the PDB, using the BLAST server. The selected protein templates (the human B,-AR,
PDB code: 2RH1; and the turkey B;-AR, PDB code: 2VT4) share a sequence identity of 55% and 67%
and a similarity of 65% and 76%, respectively, covering almost 100% of the selected part of the human
B1-AR proteome (Ala40-Ala398) with high statistical significance (E-value = 6¢, 2VT4; and E-value
=2¢7%; 2RH1). Furthermore, these two template crystals present the best resolution amongst the GPCR

3D structure present in PDB (2.70; 2VT4; and, 2.40 A; 2RH]1).

The evaluation of the human ;-AR model, constructed by MODELLER package, was carried
out by PROCHECK, ERRAT, and VERIFY 3D software. The stereochemistry quality was evaluated
from the Ramachandran plot, as well as the graphics of the main and side chains parameters, generated
by PROCHECK program. This plot shows that 100% of the residues are in the most favored and

additional allowed regions, confirming the excellent quality of B;-AR model (Figure 3).
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Figure 3. Ramachandran plot of the human 3;-AR, the glicine residues are represented by triangles, while the other residues
are identified by squares. The red and yellow colors represent the combination of ¢ e y angles related to the most favorable

and additional allowed regions, respectively. The light yellow and white colors are related to generously allowed and

disallowed regions. Residues in the most favored regions are 94.7%, while others are in an additional allowed region.

An evaluation of six main-chain proprieties (Ramachandran plot; peptide bound planarity; Bad
non-bonded interactions; C, tetrahedral distortion; main-chain hydrogen bond energies; overall G-
factor) by comparison with well refined structures at similar resolution was carried using the
PROCHECK software. These analyses show that all the main-chain and side-chain proprieties are at

standard levels.

Two other analyses were carried out to evaluate the structure quality, the first one, using the
ERRAT software, shows that the human 3;-AR model presents only a few regions with bad contacts,
which could be related to the small gap presented in the alignment file, and a high overall quality factor
of 88,15%. Then, using the Verify 3D software, we analyzed the compatibility of an atomic model (3D)
with its own amino acid sequence (1D). This analysis shows a good compatibility (70.28%) between

the human ;-AR model and its primary sequence.

This B;-AR model was used to carry out a 60ns MD simulation in a water-membrane

environment. During this dynamics, we do not observe any significantly change in the protein
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conformational arrangement. The structure had a very good coupling to the membrane and all the

transmembrane helix were preserved during the simulation.

Since our model shows a good agreement with the literature and it seems to be stable, we
employed a molecular docking strategy to couple the agonist and antagonist drugs to the protein
binding site. A previous test was done using the (S)-cyanopindolol structure into the human ;-AR
model, in order to observe whether the active site was maintained in the comparative modeling
procedure. The ligand-protein binding site had produced a very high score, similar to those observed
experimentally using the turkey B;-AR structure. This result was not a surprise, since the human and

turkey B;-AR had 100% of identity in the binding site.

The coupling between the (S)-propranolol to the protein model produced the expected docking
poses to the antagonist binding site. This results were similar to those obtained to the (S)-
cyanopindolol, probably due to its high structural similarity (Baker et al., 2008; Warne et al., 2008). To
(R)-noradrenaline, an agonist, its docking to the ligand-binding had produced an expected ligands
poses. However, the putative hydrogen bonds between the ligand catechol ring hydroxyl moieties and
the TMS serine side chains are longer than the regular hydrogen bond distances (Williams and

Ladbury, 2003).

As did to the f;-AR model, over 60ns of MD simulations were carried out to relax each of the
systems: B;-AR + NOR and B;-AR + PRL. The conformational arrangement of the protein had no
significantly changes during those simulations. To analyze the structure stability in each segment of the
protein, we carried out the structure standard deviation floating analysis during the last 30 ns of
simulations. The plot (Figure 4) shows that there is no major variation in the structure stability, and the
most flexible area is the region between the TM5 and TM®6 helix, in the intracellular protein domain. It
was expected since this region has no detailed structural information in similar proteins, as well as it is

a region formed predominantly by random coil secondary structure. Despite the ionic lock opening, that
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will be shown soon, in the B;-AR + NOR system, there is no major variation in the stability of the
secondary structure, which means that the drug does not change the protein fold and is not making the

protein unstable.
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Figura 4. The plot shows the root mean square standard deviation of the B;-AR residues during the 60ns of simulation. At
the top, we show an illustrative representation of the protein secondary structure to facilitate the analysis. In black B;-AR,

red B;-AR + NOR and green ;-AR + PRL.

To analyze the ionic lock during the dynamics, we monitored the distances between two
residues side chain groups, the guanidine of the Argl56 and the carboxyl of the Glu319. As suggested
in the literature, Figure 5 shows the ionic lock closed in the drugless system during the entire MD
simulation. Concerning the drug activity, the plot shows that (S)-propranolol also keeps the ionic lock
closed and (R)-noradrenaline opens it, which were already expected. When opened, as represented in
the Figure 6, the distance between the guanidine nitrogen and the carboxylate oxygen is approximately
1.5 nm. In this conformation, the TM3 and TM®6 are rotated, which increases the water solvation in the

protein inner portion.
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Figure 5. The Plot represents the minimum distance between the guanidine group of the Argl56 side chain and the

carboxylate group of the Glu319 side chain, in each system. In black B,-AR, red B;-AR + NOR and green 3;-AR + PRL.

To understand the protein movement that leads to the ionic lock opening, we analyzed if the
(R)-noradrenaline changes the electrostatic surface of the protein. We had plot the electrostatic surface
of the B;-AR in each different system, which do not show major variations in the surface indicating that

this is not the major mechanism of the ionic lock (data not show).
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Figure 6. Illustration of the B;-AR in the closed (black) and opened (red) conformation of the ionic lock. The opened

conformation was caused by the binding of the (R)-noradrenaline (yellow) to the ;-AR model.

Using the Dynamite software (20), a web server based upon several other software packages (21
-23), we analyzed the protein motion during the f;-AR + NOR molecular dynamics trajectory (Figure
7A). The analysis shows that the combined movements of the transmembrane helixes are opposites in
each side of the protein and they have different intensities. From the intracellular point of view, the
intensity of the movement of the extracellular portion in the clockwise direction is greater than the

counter clockwise movement of the inner portion of the protein.
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Intracellular

Intracellular f Extracellular Intracellular

Figure 7. Representation of the principal collective motion of the §;-AR, using the Dynamite porcupine scheme. A: entire
protein motion with an illustrative view of the torsion of the transmembrane helixes; B: representation of the protein surface
and the TM3 and TM6 position. C: TM3 and TM6 motion. D: the ionic lock and the TM3 and TM6 motion. In green, we
show the TM6 helix and its Glu319 residue, in yellow the TM3 helix and its Argl56 residue, in blue the porcupine

representation showing the motion direction and relative amplitude.

When we analyzed the TM3 and TM6 movements, we observed that the motions of these two
helixes are leading to a disruption of the ionic lock (Figure 7). The analysis shows that the central
portions of the helixes are not having a significant movement, and the opening of the ionic lock is
related to the transmembrane helixes torsion caused by the agonist bind in the outer portion of the

protein.
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Conclusions:

The lack of structural information of transmembrane proteins is a remarkable challenge in the
knowledge of those mechanisms. Even class A GPCRs proteins, as the 3;-AR, which are of overriding
importance in the signal transduction through the cell membrane, do not have detailed information of
its action at molecular level in the literature. Experiments have indicated that the activation of class A
GPCRs could involve a contraction of the TM helixes at the extracellular receptor side, resulting from
rotational and translational movements of helixes TM4, TMS5, TM6, and TM7 (Gouldson et al., 2004).

Overall, we provide in this work a functional human f;-AR model equilibrated in the membrane
environment, showing how the ionic lock mechanism works. From the structure, we conclude, in
agreement with a plethora of experimental findings, that the 3;-AR activity involves its 7TMS rotation.
The binding of antagonist drugs does not change the structure of the protein, neither their state, but
protects the binding of another drug in the protein binding site, keeping the ionic lock closed. Instead,
the agonist, when binding to its site in the outer portion of the protein, disturbs this region causing a
huge rotation in the 7TMS, which occurs in opposite directions in the inner and outer portion of the f3;-
AR. These rotation movements are common in transmembrane helixes protein (i.e. ionic channels) and

it opens the ionic lock allowing the G protein activation.
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ANEXO 7.7 — ARTIGO EM FASE FINAL DE PREPARO (BERNARDI ET AL.):

Study of the free energy profiles of ethanol as a

drug vehicle for small molecules.

Bernardi, R. C., Treptow, W., Klein, M. L., et al.

Abstract:

The cell membrane behaves as a most important barrier for small peptides and
drugs that needs to act in the inner portion of the cell. Therefore, it is a quite regular that
changes in the membrane structure and permeability are necessary. To understand such
process, we have used the ethanol molecule in a water membrane interface, once it is
known that this drug works to increase the partition of other molecules in the interface as
well as their own partition. Molecular Dynamics simulations are performed, using the
Adiabatic Biasing Force method to calculate the free energy profile of ethanol in a
reaction axis from the water to the membrane. As expected, the free energy profile of this
alcohol, at different concentrations, shows that the highest concentration have the small
free energy barrier to the drug cross the interface. Studying the system and isolating the
hypothesis, we saw that increasing the area per lipid and consequently increasing the
solvation of the membrane, the bilayer turn to be more permeable to amphiphilic
molecules, because of the electrostatic shield in the lipid polar head and the increase of

the tails fluidity.
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Introduction:

The transport of molecules through the
cell membrane is very important for many
biological processes. Several hormones, small
peptides and other classes of molecules and
drugs, cross the membrane without the
assistance of a protein or enzyme that assists
such process. The diffusion of such molecules
is a complex process because the cell
membrane is an important barrier. A statistical
mechanics insight of the problem is that, in
order to penetrate the cell, alone or with the
assistance of some other substance, must
change their free energy partition on water-lipid
interface. Consequently, they must change

some structural properties of the lipid bilayer.

The membrane is a remarkable obstacle
due to its hydrophobic core and polar head,
which also provides an extraordinary ambient
for amphiphilic molecules, like alcohol and
some drugs, such as local anesthetics. The
hydrophobic portion of these drugs interacts

with the lipid tails, while the hydrophilic
Rafael C. Bernardi

portion interacts with the polar head groups,
aligning these small molecules with the
interface perpendicular axes (Dickey & Faller,
2007) (Pedersen, Peters, & Westh, 2007)
(Aagaard, Kristensen, & Westh, 2006). Perhaps
for that reason, there are many studies
concerning the interaction between small
molecules and membranes or membrane
proteins, however none of them study this

problem with statistical mechanics tools.

In this work we chose the ethanol
molecule as a test, since it is well known that it
changes the permeability of the membrane to
other drugs as well as their own permeability.
To understand how this process occurs, we
have used the ABF method in order to obtain
the free energy profile at different
concentrations of the ethanol molecule
penetrating the membrane. The alcohol-
membrane system is good for this study
because it has been quite studied by other
experiments, which leads us to a better

understanding of the process. Also a study
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about the behavior of the alcohol molecule in
water, as well as in membranes, helps us since
several studies of the behavior of the molecule
of alcohol in water were made, both theoretical
and experimental (Leonenko, et al., 2004).
Some of these works are distinguished by an
excellent analysis on details of the interaction,
such as in the study about of methanol-water
interaction performed by Bako (Bako, et al.,

2008).

Regarding the study of membrane, an
effect on lateral pressure was seen in several
works. They showed that the increase of the
alcohol concentration reduces the surface
tensions at the head-group/solvent and head-
group/tail-group interfaces, as well as the
lateral pressures in the head-group and tail-
group regions (Frischknecht, et al., 2006)
(Terama, et al., 2008). Also it was suggested
that changes in the local pressure across a
membrane would induce changes in membrane
proteins, like ion channels (Terama, et al.,
2008) (Cantor, 1997) (Cantor, 1997). In

addition to an increase in the lateral pressure,
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several studies, theoretical and experimental,
have shown an increase in the lipid area up to
30% when the ethanol concentration is over 3.0
M, however the information is contradictory
due to the variation in the membrane thickness.
Some studies suggest that there are no major
variations in the membrane thickness while
others found significant variations (Dickey, et
al., {2005}) (Ly, et al., 2004) (Leonenko, et al.,

2004).

Analysis using FTIR and NMR
spectroscopic shows that alcohol has a non-
stereospecific binding capacity for membrane
surface molecules and such binding occurs at
sites that are otherwise occupied by hydrogen-
bonded water (Klemm, 1998). Other studies,
theoretical and experimental, shows hydrogen
bonds between the ethanol and the polar head
groups of the lipids, but, due to their
amphiphilic characteristic, the ethanol has a
higher probability of being attached in the
region just below the membrane polar head
(Patra, et al., 2006) (Feller, et al., 2002). For

that reason, it has been shown an increase of the
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fluidity of the membrane lipid tails, as
illustrated by Pedersen (Pedersen, et al., 2007)
in a theoretical study of I-hexanol in DMPC

membranes.

Ethanol as drug vehicle:

These changes in the membrane fluidity
could explain the use of ethanol as a drug
vehicle. To test what happens to the free energy
profile of a drug in two different concentrations
of ethanol, we carried out similar calculations
for the local anesthetic benzocaine (BZC). This
drug was chosen because it is well known that
its most important site of action of drug is in
the inner portion of sodium channels.
Therefore, these molecules must to cross the
membrane, although it is known that its
amphiphilic character makes it favorable to be
interface

attached n water-membrane

(Bernardi, et al., 2009).

Through experimental results using
human and pig skin and local anesthetics, Lee
showed that ethanol appeared to be able to
increase drug flux only by improving drug

solubility (Lee, et al., 2006). Ethanol as vehicle
Rafael C. Bernardi

for local anesthetic benzocaine was studied in
at least two works (Chen, et al., 1996) (Wang,
et al., 2000), that showed that the effect of
ethanol concentration on benzocaine membrane
solubility appears to be much smaller than its
effect on the diffusivity. The authors suggested
in this study that the relationship between
diffusivity and membrane swelling is in
excellent agreement with the general free
volume theory. Wang showed that with the
knowledge of the dependence of benzocaine
and ethanol diffusivities on ethanol activity, the
activity profile of ethanol across the membrane
can be calculated, and the effective diffusivity
of benzocaine can then be predicted (Wang, et

al., 2000).

Our work aims to combine structural
and thermodynamics data, which should
provide a successful approach to elucidate
membrane—solute  interrelationships.  Some
studies have performed experimental analysis
of changes in free-energy of membrane
partitioning for homologous series of solutes

(Seeman, 1972) (Rowe, et al., 1998), but we are
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not aware that the free energy profile has been
studied. Therefore, we performed calculations
of molecular dynamics of the ethanol-
membrane (1-stearoyl-2-oleoyl-
phosphatidylcholine - SOPC) system and also
in the benzocaine-ethanol-membrane system.
The molecular dynamics is an ideal method to
study these systems, since it provides a detailed
picture of the structural and dynamic changes
and an overview about hydrogen bond
formation. Furthermore we can set test
experiments changing some interactions, such

as electrostatics, which is impossible to be done

experimentally.

Methods:

The simulations in this work were
performed with the NAMD molecular
dynamics package, with the implementation of
the ABF module. The CHARMM?27 force field
was used to describe all systems. The water
model used was TIP3P, the membrane was
SOPC and the parameters for ethanol and for

benzocaine were obtained from ab-initio
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calculations B3LYP/6-31G ** with partial

charges calculated by the ChelpG scheme.

For all simulations the temperature was
maintained at 300 K using Langevin dynamics
to pressure and temperature coupling.
Electrostatic interactions were treated with the
PME method and the motion equations were
integrated using the r-RESPA multiple time
step scheme to upgrade the van der Waals
interactions for every 2 steps and electrostatics
every 4 steps, truncating the interactions to 11.0
A. The step of integration was fixed to 1.0 fs
for all simulations performed in this work.
Initial 20 ns simulations were performed to
balance the dynamics of the system before

using the ABF.
Results and Discussion:

Using molecular dynamics methods
near the equilibrium, specifically using
Adaptative Biasing Force (ABF), we can
acquire the free energy profile for an ethanol
molecule in the water-membrane interface, in
different concentrations of this alcohol.

Therefore, a reaction coordinate that extends
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from the reference molecule to the membrane
center was set on the Z axis, perpendicular to
the membrane surface plane. This coordinate
starts in the -33.0 A position, outside the
membrane to the -3.0 A position near to the
membrane center, accumulating the average of

the force value each 0.1 A.

— 117.2mM)
(650 mM|
'; |80 M)

PMF [kcal/mol]

1
-30 -25 -20 -15 -10 -5

Figure 1:

The free energy profile for different
concentrations of ethanol molecule penetrating
a lipid bilayer is shown in the figure 1. It is easy
to see in this plot that different concentrations
of ethanol have significant differences in the
free energy profile. At lower concentration,
17mM, we have just one ethanol molecule in

the system. In this case, there is a first 2
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kcal/mol barrier just above the polar head
region of the lipid, more specifically in the PO,
group, as shows the distribution in the figure 1.
When we increase the alcohol concentration to
650mM, the first barrier disappears almost
entirely. Therefore, there are no more
challenges to the ethanol molecule to go to their
minimal free energy position, just below the
PO, region, close to the ester region of the tail.
Some studies describe this region just below the
polar head as the preferred site for ethanol
molecules (Patra, et al., 2006) (Dickey, et al.,

2007).

In addition to this first barrier change,
the ethanol also affects the size of the next one
to the central region of the membrane. This
reduction have the same order of magnitude of
the thermal energy (kgT), which helps the
molecule to more easily cross the membrane,

entering the cell.
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Figure 2:

Ethanol effect on benzocaine:

To analyze what happens with the free
energy profile of another molecule in high
ethanol concentration, we have done the same
calculation for the local anesthetic benzocaine.
In these calculations we evaluate the free
energy profile of a single benzocaine in water
membrane system and in the same system with
650 mM of ethanol (figure 2). We can see that
the ethanol makes the minimum energy fade
away in the region just below the lipid polar
head. However, in the region preceding the
lipid head, a small barrier is formed to the LA
penetrates the membrane. As we can see, the
minimum free energy value is found in the

same region for the local anesthetics and
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ethanol, which may indicate a competition of
these two molecules for the same site (figure 3).
These results are not surprising since both
molecules are amphiphilic and this region of
the membrane is known to be a great

environment for this type of molecule.

Why the free energy profile is affected by the

alcohol:

The increasing in the permeability of
lipid bilayer is probably due to its swelling,
causing an increase of the area per lipid, as
shown by some other reference. Our results are
showing that the number of water molecules
around the membrane is higher in the
simulations with major ethanol concentrations,
but our results do not indicate a greater
penetration of the solvent in the membrane.
This increase in the number of molecules is
caused by the increase in the membrane-water
interface. Using the Radial Distribution
Function, we concluded that varying the
concentration of ethanol to a very high value,
such as 8M, are in a radius of 5A around the

lipid, there are 1.7 more water molecules per
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lipid, an increase of 30% in the number of
water molecules. Even for a small change in the
ethanol concentration, such as 650mM, there is
an increase in about 3% in the number of water

molecules in the same radius.

In addition, the analysis of the number
of hydrogen bonds along our reaction
coordinate, and also the pair distribution along
this coordinate, gives us a better understanding
about the reaction. In different ethanol
concentration there is a small difference in the
number of hydrogen bonds between ethanol and
membrane. We detected a small displacement
of the hydrogen bonds going to the internal

portion of the membrane.

The interaction between ethanol and the
polar head is notable and the changes in this
interaction could disrupt the ethanol free energy
profile. Due to merge of ethanol molecules in
the lipid membrane, all the system structure is
disturbed and it does facilitate the penetration

of other molecules and the ethanol as well.
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Figure 3:

All these results show a free energy
profile which agrees with the data already
presented by other authors in both experimental
and theoretical works. However, we don’t know
a study that has elucidate what happens at each
stage of the reaction coordinate in order to
obtain this increase in the membrane

permeability.

Using computational modeling we can
run different simulations, creating situations
that cannot be done experimentally. To better
understand the free energy profile, we carried
out new simulations with some small
differences in the initial default. For the system
with only one ethanol molecule, we changed

the value of the area per lipid in the calculation,
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artificially increasing the value found in the
calculation with high concentrations of ethanol.
Also, for the same system, we changed the
values of the atomic charges of ethanol, given
the ethanol ten times less powerful electrostatic
interactions with other molecules. These two
experiments were carried out trying to filter the
change in the free energy profile in the high

ethanol concentration.

Artificially increased area:

— [17.2mM] NPT

— Areaflipid 56.14 A”

Arcallipid 5867 A°

Z :
3 2} ]
S 7l )
2 | ]
E F -
= | ]
~ 0 ]
of ]

1 P R | |
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Figure 4:

In order to try to reproduce the 650mM
and 8M ethanol free energy profile without the
presence of this alcohol we have increased the
area of our simulation box, run a system where

the X and Y dimensions of the box are kept
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constant while the Z dimension remains
attached to pressure. The area was kept constant
at two values, with the 650 mM of alcohol area
value and the other with the 8M of ethanol
value. Note that the increase in the area affects
the profile, but it seems that there is a limit on
how much of the first energy barrier is affected
by this bigger area (figure 4). The barrier of the
internal region of the membrane, the lipid tails,
appears to have a more significant reduction.
The energy variation, from the minimum to the
highest point of the fuction, is approximately
2.25 Kcal/mol for the constant area experiment,
and less than 2.0 kcal / mol for the one with 8M
of ethanol. While in the area that mimics the
concentration 650mM we have the barrier of
the interior value is approximately 2.75 kcal /
mol to 3.5 kcal / mol in the simulation with

ethanol.
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Artificially decreased electrostatic interactions:
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Figure 5:

To study the changes in the free energy
profile as an electrostatic shield, we have
multiplied the value of the partial charges of the
ethanol atoms by 0.1, allowing us to have only
10% of the electrostatic interactions of the
ethanol molecule. Consequently we observed in
Figure 5, that the energy barrier inside the
membrane is completely destroyed by the lack
of electrostatic interactions. This is unwanted to
elucidate the profile that we have with ethanol
solutions, but the first energy barrier is also
canceled by the effect of the electrostatic
shielding and, as in the simulation with 8M of
ethanol, there is no energy barrier to cross the

region of the membrane polar head. This
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indicates that there is one region of the profile
where the electrostatic shielding effect is vital

to the change in the free energy profile.

Conclusions:

The effects of ethanol on the
permeability of the membrane are well known
and easy to be observed with the methodology
applied in this work. The ethanol in the
membrane increases its permeability as well as
increase the permeation of other amphiphilic
molecules, changing membrane properties.
Carrying out simulations with increased area
and electrostatic shielding, we have observed
that they could be the effects that alcohol

causes on the membrane.

An electrostatic shielding due to the
accumulation of molecules in the polar head
region causes a greater effortlessness of
crossing the same region of the phosphoric
region, the minimum of energy after this region
is reduced by increasing the area per lipid. This
effect increases the fluidity of the lipid tails,
and consequently reduces the barrier in the

center of the membrane facilitating the
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penetration of other molecules, as the diagram

in Figure 6.

-30820 -10 0
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Figure 6:

The model presented by analysis of the
free energy profile suggests a universal
mechanism for increasing the self-partition of
amphiphilic molecules in biological
membranes. The mechanism of operation of
this model is important to understand assisted
permeation in membrane, as molecules that

alone will not permeate the bilayer and require

that the membrane shielding be reduced.
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ANEXO 7.8 — RESUMO DE TRABALHO SENDO ESCRITO (MENDES ET AL.):

CARACTERIZAGAO BIOFiSICA DA INTERAGAO DE PEPTIDEOS DE FUSAO DE

FLAVIVIRUS COM MODELOS BIOMIMETICOS DE MEMBRANA

'"MENDES,Y.S.; 'ALVES N.S.; 'SOUZA T.L.F.; 'SOUSA Jr,I.P.; 'BIANCONI,M.L.; 2BERNARDI,R.C.; 2PASCUTTI,P.G.; 'SILVA,J.L; 'GOMES,AM.O. &

'OLIVEIRAAC.

"Instituto de Bioquimica Médica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil, 2Instituto de Biofisica

Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil.

Os Flavivirus sao responsaveis por causar doengas de grande impacto global,
como Febre Amarela, Dengue e Febre do Oeste do Nilo. Estes arbovirus entram nas
células por endocitose, onde as proteinas de envelope sofrem uma alteracéo
conformacional e expéem um peptideo de fusdo (PF), que se insere dentro de uma

membrana alvo e induz o processo de fuséao.

Embora este mecanismo geral da fusdo seja bem aceito, o modo pelo qual os
PFs de Flavivirus executam este papel permanece desconhecido. Assim, o objetivo
deste trabalho é avaliar o grau de interagéo de peptideos de fusdo de Flavivirus com
modelos biomiméticos de membrana. As propriedades de interacao de dois PFs de
Flavivirus foram estudadas através de metodologias biofisicas, como espectroscopia

de fluorescéncia, dicroismo circular, calorimetria e dindmica molecular.

Os resultados indicam que ambos os peptideos foram capazes de interagir com
diferentes modelos de micelas e membranas, induzindo o processo de desmicelizagao

e alterando a fluidez da membrana. O aumento da forga i6nica induz a perda da
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contribuicdo entalpica em todas as temperaturas analisadas, apresentando-se como

um processo endotérmico e entropicamente favorecido.

Ons @: Ons

Figura 1: llustragcdao da Dindmica Molecular do peptideo de fusdo em uma mebrana de

POPE. A esquerda o peptideo Wild Type e a direita o mutante.

Em solugéao, os peptideos exibem essencialmente uma conformagao randémica,
entretanto, na presenca de membranas, os peptideos apresentaram uma estrutura em

dobra mais estavel. A caracterizagdo destas interagdes pode ajudar a compreender os
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processos moleculares que levam a desestabilizacdo de membranas, importante para o
mecanismo de fusdo. Além disso, para identificar moléculas que inibam
especificamente etapas cruciais do ciclo de infeccdo destes virus, € necessario
conhecer detalhes bioquimicos e caracterizar estruturalmente as proteinas virais

essenciais neste processo.
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ANEXO 7.9— RESUMO DE TRABALHO EM ANDAMENTO:

Estudo de a-hélices polares em membranas bioldgicas.

Em colaboragao com o grupo do Prof. Sérgio Ferreira do Instituto de Bioquimica
Médica temos trabalhado na analise de a—hélices transmembranares que apresentam
uma polaridade e estariam relacionadas ao mal de Alzheimer. Neste estudo mostramos
que estas hélices, sentem a presenga do potencial de membrana, se deslocando na

bicamada de acordo com este potencial.
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Figura 1: Posicdao do C, da ILE no eixo z, perpendicular ao plano da superficie da
membrana com potencial de 60mV (preto) e -60mV (vermelho). A origem do eixo de
coordenadas esta localizada no centro da membrana. A média dos valores indica um
deslocamento de 2.5 A entre os valores dos dois potenciais. Os valores foram obtidos
nos ultimos 350 ns de dindmica. A simulagao completa foi realizada por 700 ns, sendo
que os primeiros 200 ns foram utilizados para relaxar o sistema sem potencial de
membrana e os 150 ns seguintes para relaxar o sistema com os potenciais de -60mV e
60mV.
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Acompanhando um atomo de referéncia, no caso um C, de um residuo de ILE
na regiao central da a-hélice, vimos que existe um grande deslocamento da mesma
dentro da membrana, como ilustrado no grafico da Figura 1. Este deslocamento pode
influenciar o ponto de clivagem da hélice por uma enzima que trabalha nesta regiao
transmembranar, o que poderia gerar clivagens em pontos errados. Estas clivagens
poderiam estar levando a proteina clivada a formar fibras que seriam responsaveis pela

doencga de Alzheimer.
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ANEXO 7.10 — RESUMO DE TRABALHO EM ANDAMENTO:

The free-energy profile of a fullerene molecule crossing a bio-membrane.

Fullerenes are a variety of molecules composed just for carbons. The
buckministerfullerene, also know as buckyball is the most famous component of this
family of molecules. It is also the most common in terms of natural occurrence, as it can
often be found in soot. The biological importance of this molecule have been studied in
the last few years, proving that this molecule can interact with some proteins, enzymes
and some other molecules inside the cell. To that, the buckyball needs to cross the
biological membrane, what is very complicated once this lipid bilayer is the biggest

barrier for any molecule that needs an exchange of media.

Using molecular dynamics methods near to the equilibrium, specifically using
Adaptative Biasing Force (ABF), we can get the free energy profile for a

buckminsterfullerene (Cgp) molecule in the water / bio-membrane interface.

Introduction:

Fullerene systems, as well as other types of carbon nanoparticles, are promising
candidates for many medical technologies. It have been discussed the use of those
molecules in process such as drug delivery, DNA cleavage, inhibition of HIV-protease

and other enzymes, photochemistry therapy and a bunch of different systems.
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Figure 1: lllustration of the interaction of fullerene with stearoyl-2-oleoylphosphatidylcholine

(SOPC) membrane, performed to obtain the fullerene penetrating a membrane free-energy profile.

Since the membrane is a remarkable obstacle due to its hydrophobic core and
polar head, understanding the fullerene behavior in biological membranes is of
paramount importance, once this molecule have been proposed to be used as drug

vehicle and its largely use could have environmental implications.

In this work we have used molecular dynamics methods near equilibrium, in particular
the Adaptative Biasing Force (ABF) method, from which we determine the free energy

profile for a buckminsterfullerene (C60) molecule in the water / bio-membrane interface.

Methods:

The simulations in this work were performed with the NAMD molecular dynamics
package, with the implementation of the ABF module. The CHARMM27 force field was
used to describe all systems. The water model used was TIP3P, the membrane was
SOPC and the parameters for fullerene were obtained from ab-initio calculations

B3LYP/6-31G ** with partial charges calculated by the ChelpG scheme.
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For all simulations the temperature was maintained at 300 K using Langevin
dynamics to pressure and temperature coupling. Electrostatic interactions were treated
with the PME method and the motion equations were integrated using the r-RESPA
multiple time step scheme to upgrade the van der Waals interactions for every 2 steps
and electrostatics every 4 steps, truncating the interactions to 11.0 A. The step of
integration was fixed to 2.0 fs for all simulations performed in this work. Initial 2.0 ns
simulations were performed to balance the dynamics of the system before using the

ABF.
First Results:

The free-energy profile for a fullerene molecule penetrating a lipid bilayer is
shown in Figure 2. The plot shows that there is no energy barrier inside the membrane,
wich was expected since the fullerene is very hydrophobic. The graphic shows a very

deep energy minimum in the lipid tail region, reaching approximately -18 Kcal/mol.

The properties shown by the fullerene free-energy profile indicates that carbon
nanoparticles composed exclusively of carbon may be an excellent vehicle to cross the
polar region of biological membranes. However, a energy well as deep as shown in the
Figure 2 indicates that pure fullerenes could not leave the central region of the lipid
bilayer. The use of this type of molecule in drug delivery, as a carrier for hydrophilic
molecules, or even functionalized fullerene structures, seems to be a promising tool in

the design of new drugs.
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Figure 2: Potential of mean force (PMF) of fullerene as a function of its distance from the central

plane of the lipid bilayer.

Perspectives:

Fullerenes are entirely insoluble in water, but suitable functionalization makes
this molecules soluble. Studies on water-soluble fullerene derivatives led to the
discovery of the interaction of organo-fullerenes with DNA, proteins, and living cells. A
functionalized fullerene, or even a carbon nanotube, could have special characteristics
that guide it to specific cells. It could be very useful to bring drugs or other types of

molecules inside the cell.

We are now starting to study the free-energy profile of fullerenes behavior as a carrier of
hydrophilic drugs that must to cross the cell membrane. We are trying to understand if

the relationship between the fullerene hydrophobicity is stabilized by the drug
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hydrophilicity. We aim to create a fullerene derivate that has a free-energy profile with

no barrier or wells.
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ANEXO 7.11 — PROJETO DE TRABALHO EM ANDAMENTO — POS-DOUTORADO:

Analise das Ligagdes Intermoleculares em Cadeias de Celulose -
Desenvolvimento de uma Possivel Ferramenta para Facilitar as Interagoes

Celulase-Substrato.

Devido a constante busca de novas matrizes energéticas, especialmente com o
possivel fim das reservas mundiais de petroleo cujas exploragdes sdo economicamente
viaveis, a pesquisa para produgao de combustiveis renovaveis vem se destacando. No
Brasil, o etanol proveniente da cana-de-agucar ja vem sendo utilizado com bastante
sucesso. Porém, como apenas o liquido da cana-de-agucar é aproveitado, uma grande

quantidade de residuos, até entao inuteis, € deixada.

Este material € uma enorme fonte de biomassa para produgao de combustiveis,
conhecidos como biocombustiveis de segunda geragdo. No entanto, o acesso a
celulose (fonte de energia) pelas celulases (enzimas que hidrolisam a celulose) é
fortemente influenciado pelo processo de recalcitrancia, devido as estruturas da parede
celular e da estrutura cristalina da celulose, que dificultam o acesso da enzima ao
substrato. A estrutura cristalina das fibras de celulose ja é por si um grande obstaculo,

visto que alguns tipos de celulases nao tém atividade contra o substrato nesta forma.

Diversos estudos estruturais destacaram a importancia de uma rede de ligagdes
hidrogénio entre as fibras na estabilizacdo da mesma. Faz-se clara a necessidade do
entendimento desse processo de estruturacdo da celulose para o processo de
producdo de biocombustiveis, tanto através do uso de celulases como através de

outras tecnologias que dispensem a utilizagdo destas enzimas.
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Para desenvolver uma técnica de separagao destas fibras, metodologias de
simulagdo computacional sdo de grande importancia. A modelagem molecular nos
remete aos principios gerais das dinamicas classicas e quéanticas e aos principios de
extremos envolvendo grandezas fisicas. Podemos utilizar ferramentas amplamente
empregadas na fisica como método de estudo para o comportamento de sistemas

bioldgicos, principalmente no campo da simulagéo de sistemas dinédmicos.

Figura 1: Corte da estrutura da celulose envolvida por moléculas de agua apés 60

ns de simulagao, mostrando as ligagoes de hidrogénio intercadeias.
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A simulagdo computacional vem desenvolvendo-se muito nos ultimos anos,
principalmente com o avango dos computadores. Isto esta ajudando no
desenvolvimento de diversas areas, como a bioquimica e a engenharia de materiais.
Métodos envolvendo aproximacgdes classicas para sistemas quanticos expandiram-se
muito rapidamente na ultima década. Porém com o avango dos computadores e
também dos métodos de computacdo paralela podemos cada vez mais simular
sistemas maiores de maneira quantica e nao classica, podendo compreender com mais

detalhadamente o processo de formacao destas fibras.
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ANEXO 7.12 — O CLUSTER JAGUATIRICA:

Os recursos computacionais necessarios para uma abordagem como a
apresentada neste trabalho sdo muitos. Boa parte de nossos resultados foram obtidos
utilizando recursos do Center for Molecular Modeling da University of Pennsylvania,
local da realizag&o do estagio de doutorado no exterior. Ao mesmo tempo, comegamos
a montar em nosso laboratério na UFRJ um supercomputador que pudesse nos auxiliar

para estes calculos e trabalhos futuros, o cluster Jaguatirica.

Figura 1: Foto do cluster Jaguatirica.

Atualmente este computador conta com 312 nucleos de processamento
dedicados para calculos, além de outros 16 nucleos CPU e aproximadamente 1400
nucleos GPU utilizados para testes e também na administracdo dos recursos. Uma

rede de alta velocidade (Infiniband DDR 4X) foi instalada em uma parte dos nucleos de
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processamento, para que pudéssemos trabalhar com grandes sistemas, como os

canais apresentados neste trabalho.

O sistema operacional do nosso cluster € o Linux Ubuntu 9.10 64bits Server e as
filas para os trabalhos sao gerenciadas pelos softwares PBS-Torque e Maui. Diversos
softwares para calculos de modelagem molecular estdo instalados neste sistema e

cerca de 20 pessoas utilizam diretamente os recursos desta maquina atualmente.
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ANEXO0 7.13 — ARQUIVO DE PARAMETROS (GROMACS E NAMD):

Exemplos de arquivos de parametros para calculos de Dinamica Molecular

utilzando o software GROMACS e NAMD:

Na realizacdo de calculos de dindmica molecular uma das etapas de maior
importancia € a escolha dos parametros a serem incluidos no arquivo de configuragao
do sistema a ser simulado. Neste arquivo incluimos infomacdes sobre os métodos
utilizado para detalhe da simulagdo, como por exemplo o método de tratamento
eletrostatico ou os parametros que determinardo o ensemble que estamos simulando.
A seguir temos dois exemplos destes arquivos, um para o0 GROMACS e outro para

NAMD, utilizandos em nosso trabalho.

GROMACS (Arquivo de parametros .mdp):

; VARIOUS PREPROCESSING OPTIONS:

; Preprocessor information: use cpp syntax.
include =

define =

; RUN CONTROL PARAMETERS

integrator = md

; Start time and timestep in ps

tinit =0
dt = 0.002
nsteps = 500000

; For exact run continuation or redoing part of a run
; Part index is updated automatically on checkpointing (keeps files separate)

simulation_part =1

Rafael C. Bernardi 245



init_step =0

; mode for center of mass motion removal

comm-mode = Linear

; number of steps for center of mass motion removal
nstcomm =1

; group(s) for center of mass motion removal
comm-grps = System

; Max number of iterations in relax _shells

niter = 20

; Step size (ps™2) for minimization of flexible constraints
fcstep =0

; Frequency of steepest descents steps when doing CG
nstcgsteep = 1000

nbfgscorr = 10

; TEST PARTICLE INSERTION OPTIONS

repi = 0.05

; OUTPUT CONTROL OPTIONS
; Output frequency for coords (x), velocities (v) and forces (f)
nstxout = 5000

nstvout = 5000

nstfout = 5000

; Output frequency for energies to log file and energy file
nstlog = 1000

nstenergy = 1000

; Output frequency and precision for xtc file

nstxtcout = 1000

xtc-precision = 1000

; This selects the subset of atoms for the xtc file. You can

; select multiple groups. By default all atoms will be written.
xtc-grps =

; Selection of energy groups

energygrps = POPC Protein SOL NA+ CL-

; NEIGHBORSEARCHING PARAMETERS

; nblist update frequency

nstlist =5

; ns algorithm (simple or grid)

ns_type = grid

; Periodic boundary conditions: Xxyz, no, Xy

Rafael C. Bernardi 246



pr = XxXyz

periodic_molecules = no
; nblist cut-off
rlist =1.3

; OPTIONS FOR ELECTROSTATICS AND VDW

; Method for doing electrostatics

coulombtype = PME
rcoulomb-switch =0
rcoulomb =1.3

: Relative dielectric constant for the medium and the reaction field
epsilon-r =1
epsilon_rf =1

; Method for doing Van der Waals

vdw-type = Switch
; cut-off lengths

rvdw-switch =1.1
rvdw =1.3

; Apply long range dispersion corrections for Energy and Pressure
DispCorr = EnerPres

; Extension of the potential lookup tables beyond the cut-off
table-extension =1

; Seperate tables between energy group pairs

energygrp_table =

; Spacing for the PME/PPPM FFT grid

fourierspacing = 0.12

; FFT grid size, when a value is 0 fourierspacing will be used

fourier_nx =0
fourier_ny =0
fourier_nz =0

; EWALD/PME/PPPM parameters
pme_order =4
ewald_rtol = le-05
ewald_geometry = 3d
epsilon_surface =0
optimize_fft = yes

; IMPLICIT SOLVENT ALGORITHM

implicit_solvent = No
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; GENERALIZED BORN ELECTROSTATICS

; Algorithm for calculating Born radii

gb_algorithm = Still

; Frequency of calculating the Born radii inside rlist
nstgbradii =1

; Cutoff for Born radii calculation; the contribution from atoms
; between rlist and rgbradii is updated every nstlist steps
rgbradii =2

; Dielectric coefficient of the implicit solvent
gb_epsilon_solvent = 80

; Salt concentration in M for Generalized Born models

gb_saltconc =0

; Scaling factors used in the OBC GB model. Default values are OBC(II)
gb_obc_alpha =1

gb_obc_beta = 0.8

gb_obc_gamma = 4.85

; Surface tension (kd/mol/nm”™2) for the SA (nonpolar surface) part of GBSA
; The default value (2.092) corresponds to 0.005 kcal/mol/Angstrom™2.
sa_surface_tension = 2.092

; OPTIONS FOR WEAK COUPLING ALGORITHMS

; Temperature coupling

Tcoupl = nose-hoover

; Groups to couple separately

tc-grps = POP SOLV Protein

; Time constant (ps) and reference temperature (K)

tau-t 0.1 0.1 0.1

ref-t = 308 308 308

; Pressure coupling

pcoupl = parrinello-rahman
pcoupltype = isotropic

; Time constant (ps), compressibility (1/bar) and reference P (bar)

tau-p =1
compressibility = 4.5e-5
ref-p =1

; Scaling of reference coordinates, No, All or COM
refcoord_scaling = No
; Random seed for Andersen thermostat

andersen_seed = 815131
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; OPTIONS FOR QMMM calculations

QMMM
; SIMULATED ANNEALING

no

; Type of annealing for each temperature group (no/single/periodic)

annealing

; GENERATE VELOCITIES FOR STARTUP RUN

gen_vel

gen_temp

gen_seed

; OPTIONS FOR BONDS
constraints

no
yes
308.0

173529

all-bonds

; Type of constraint algorithm

constraint-algorithm

; Do not constrain the start configuration

continuation

; Use successive overrelaxation to reduce the number of shake

Shake-SOR

lincs

no

no

; Relative tolerance of shake

shake-tol

le-04

iterations

; Highest order in the expansion of the constraint coupling matrix

lincs-order

4

; Number of iterations in the final step of LINCS. 1 is fine for

; normal simulations, but use 2 to conserve energy in NVE runs.

; For energy minimization with constraints it should be 4 to 8.

lincs-iter

1

; Lincs will write a warning to the stderr if in one step a bond

; rotates over more degrees than

lincs-warnangle

; Convert harmonic bonds to morse potentials

morse
; WALLS

30

no

; Number of walls, type, atom types, densities and box-z scale factor for

Ewald
nwall
; COM PULLING

; Pull type: no, umbrella, constraint or constant force

pull
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; NMR refinement stuff

; Distance restraints type: No, Simple or Ensemble

disre

No

; Force weighting of pairs in one distance restraint: Conservative or Equal

disre-weighting

; Use sqgrt of the time averaged times the instantaneous violation

disre-mixed
disre-fc
disre-tau

; Output frequency for pair distances to energy file

nstdisreout

= Conservative

no
1000
0

100

; Orientation restraints: No or Yes

orire

; Orientation restraints
orire-fc

orire-tau

orire-fitgrp

; Output frequency for trace(SD) and S to energy file

nstorireout

force constant and tau for time averaging

no

0
0

100

; Dihedral angle restraints: No or Yes

dihre
dihre-fc

no
1000

; Free energy control stuff

free-energy

no

NAMD (Arquivo de parametros .conf):

#initial config
coordinates
bincoordinates
extendedsystem
binvelocities
#temperature

seed

# harmonic constraints

constraints
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2pk.2.4.0.pdb

2pk.2.4_0r.coor

2pk.2.4.0r.xsc

2pk.2.4.0r.vel
300

12345

off
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consexp
consref
conskfile

conskcol

constraintScaling

# steered molecular dynamics

SMD

SMDFile

SMDk

SMDvel

SMDDir
SMDOutputFreq
#output params
binaryoutput
outputname
outputenergies
outputtiming
outputpressure
binaryrestart
dcdfile
dcdfreq
XSTFreq
restartname

restartfreq

#pme parameters

#1dbUnloadPME
PME
PMETolerance
PMEInterpOrder
PMEGridspacing
PMEPencils

2
2pk.2.4.0.hrm
2pk.2.4.0.hrm
B

1.0

off
2pk.2.4.0.std
7.0

0.00001

0.0 0.0 -1.0
160

no
2pk.2.4.1
2000

2000

2000

yes
2pk.2.4.1.dcd
2000

2000
2pk.2.4.1r
2000

yes
on
10e-6
4

1

12

#temperature control and equilibration

langevin

langevintemp

langevindamping

#reassignfreq
#reassigntemp

#reassignincr
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on

300

0.1
100
300
0
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#reassignhold
#pressure control
Usegrouppressure
useflexiblecell
useConstantArea
langevinpiston
langevinpistontarget
langevinpistonperiod
langevinpistondecay
langevinpistontemp
surfacetensiontarget
strainrate
#brnch_root_list _opt
splitpatch
hgroupcutoff
#integrator params
timestep
firstTimestep
fullElectFrequency
nonbondedfreq

#force field params
structure

paratypecharmm

parameters /scratcha/treptow/2pk/namd/par_all27_prot_lipid.prm
parameters /scratcha/treptow/2pk/namd/par_UA-lipids-1.6.prm

exclude
1-4scaling
rigidbonds
rigidtolerance
rigiditerations
cutoff
pairlistdist
stepspercycle
switching
switchdist
#script
#minimize

run
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300

yes
yes
no

on

200
100
300
10.0
0. 0. O.

hydrogen
2.8

= N O N

2pk.2.4.0.psT
on

scaledl-4
1.0

all
0.00001
400

11.0

13.0

16

on

8.0

400
5000000
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